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Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) sont des protéines de surfaces intégrales 
qui jouent un rôle central dans la croissance et la progression tumorale ainsi que la 
formation de métastases. Toutefois, plusieurs de ces RCPGs possèdent une localisation 
intracellulaire/nucléaire atypique dans plusieurs types de cancers. La signification 
pathologique de cette localisation demeure inconnue encore à ce jour. Les données 
exploratoires obtenues dans notre laboratoire démontrent que les récepteurs RCPG 
nucléaires des kinines, rB1 et rB2, sont surexprimés dans des lignées de cancer du sein 
agressives triple-négatives telles que les MDA-MB-231 ainsi que des spécimens cliniques. 
En nous basant sur ces données, nous avons émis l’hypothèse que ces récepteurs 
«nucléarisés» sont impliqués dans la signalisation oncogénique liée à la croissance 
aberrante et le maintien de la survie des cellules de cancer du sein. Nous avons caractérisé 
d’une part de nouveaux antagonistes perméants des récepteurs B1 et B2 des kinines et 
d’autre part, démontré leur efficacité supérieure par rapport aux antagonistes non perméants 
à inhiber la prolifération et à induire l’apoptose des cellules MDA-MB-231. Certains de ces 
antagonistes perméants ont démontré in vitro des activités anticancéreuses supérieures aux 
agents chimiothérapeutiques actuellement utilisés en clinique. De plus, ces antagonistes 
perméants ont montré peu ou pas d’effets sur deux lignées cellulaires n’exprimant pas les 
récepteurs des kinines soit les MCF-10A, une lignée cellulaire normale du sein ainsi que 
sur les COS-1 une lignée cellulaire normale de rein de singe indiquant ainsi une spécificité 
de leur action. L’incubation des cellules avec les antagonistes perméants entraine des 
modifications dans l’activité de certaines kinases (ex. p38) ainsi que dans l’expression de 
protéines impliquées dans le cycle cellulaire et l’apoptose. Nous avons également utilisé 
des cellules knockdown (de rB2 uniquement) pour d’une part, consolider la spécificité 
d’action des nouveaux antagonistes perméants et d’autre part, démontrer l’importance des 
récepteurs des kinines dans la croissance des cellules tumorales in vitro. Nos résultats 
montrent un rôle central des récepteurs intracellulaires/nucléaires des kinines dans la 
prolifération et le maintien de la viabilité des cellules de cancer du sein. Les données 
obtenues montrent également l’importance de cibler un RCPG en fonction de sa 
localisation subcellulaire pour obtenir une meilleure efficacité dans le traitement du cancer. 
 
Mots clés : cancer du sein, kinines, antagonistes perméables, RCPGs nucléaires, 
signalisation intracrine  
 The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new discoveries, is not “Eureka!” 
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Les récepteurs sont des protéines retrouvées principalement à la surface des cellules. La 
liaison spécifique d’une substance (appelée ligand) à ces récepteurs est associée à différents types 
d’effets cellulaires. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs), constitués de sept domaines 
transmembranaires, représentent la plus grande famille des récepteurs membranaires. Il existe une 
grande variété de ligands (ex. protéines, peptides, nucléotides, lipides, acides aminés, ions, photons 
et molécules olfactives et gustatives) pouvant activer les RCPGs (Millar et Newton 2010). De par 
cette diversité de stimuli, les RCPGs régulent plusieurs processus physiologiques et constituent 
une cible thérapeutique très intéressante pour une panoplie de maladies notamment le cancer. Par 
ailleurs, plus de la moitié des médicaments utilisés présentement en clinique ciblent des RCPGs, ce 
qui témoigne bien de leur intérêt. 
 
On a longtemps cru que ces récepteurs étaient situés exclusivement à la membrane 
plasmique des cellules et que leurs rôles étaient de transmettre des signaux intracellulaires suite à 
la liaison d’un ligand. De plus, leur internalisation dans les vésicules endosomales ainsi que leur 
dégradation subséquente dans les lysosomes étaient simplement perçues comme une façon de 
mettre un terme à leur activité. Or, vers la fin des années 90, une nouvelle théorie commença à 
émerger selon laquelle ces récepteurs ne se retrouvaient pas uniquement à la surface des 
membranes cellulaires mais également à l’intérieur de la cellule au niveau des membranes du 
système endosomal et de certains organites dont le noyau dans lequel se trouve l’information 
génétique. En effet, plusieurs groupes de chercheurs indépendants ont depuis démontré hors de 
tout doute leur présence dans différents compartiments intracellulaires et fait mention de nouvelles 
fonctionnalités associées à cette compartimentation.   
 
Ce nouveau concept, décrit comme la voie de signalisation intracrine des RCPGs, ouvre un 
champ nouveau d’investigation pour mieux comprendre les rôles des RCPGs 
intracellulaires/nucléaires en pathologies humaines. Les résultats de ces recherches devraient 
permettre de définir ou d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées pour diverses 
maladies. Ce sujet de thèse s’articule dans cette optique. 
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CHAPITRE 1  
 Le système kallicréines-kinines (SKK) 
 
Le système kallicréines-kinines (SKK) est un système protéolytique tissulaire et plasmatique 
responsable de la libération de peptides vasoactifs et proinflammatoires tels la bradykinine (BK) et 
ses dérivés. Ce système demeure complexe et comprend plusieurs composantes protéiques, dont 
les kallicréines tissulaire (Kt) et plasmatique (Kp), les kininogènes de haut et faible poids 
moléculaire (KHPM et KFPM, respectivement) qui sont les précurseurs des kinines ainsi que les 
récepteurs (rB1 et rB2) qui permettent aux kinines d’exercer leurs multiples fonctions.  
1. Kallicréines 
 
La formation des kinines (BK et KD) à partir des précurseurs, les kininogènes, est produite 
par l’action de kininogénases. Ces dernières peuvent être des protéases peu spécifiques telles la 
trypsine, la plasmine, l’acrosine et la rénine ou encore plus spécifiques, telles les kallicréines (du 
grec kallicreas; pancréas). Les kallicréines sont des sérines protéases qui se divisent en deux 
principaux sous-types: la kallicréine plasmatique (Kp ou KLKB1) d’origine hépatique (60 kDa) et 
la kallicréine tissulaire ou glandulaire (Kt) (kallicréine-1 ou KLK-1; 22-48 kDa) présent dans de 
nombreux tissus tels le rein, le pancréas, les intestins, le cerveau, la rate, les glandes salivaires, les 
muscles squelettiques et les vaisseaux sanguins (cellules endothéliales et musculaires lisses) 
(Bhoola et al. 1992; Leeb-Lundberg et al. 2005). 
 
Ces enzymes se distinguent par leur poids moléculaire, la spécificité du substrat ainsi que le 
produit de l’action enzymatique. Ces derniers existent sous la forme zymogénique (précurseur 
inactif), les prékallicréines, et deviennent actifs par l’élimination d’un segment inhibiteur (Webster 
1970; Fritz et al. 1977).  
 
Les prékallicréines plasmatiques sont activées par le facteur de Hageman (Facteur XII) 
lorsque le sang entre en contact avec des composantes de la matrice tissulaire ou autres particules 
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chargées négativement (Margolis 1963; Niewiarowski et al. 1965). L’activation des prékallicréines 
plasmatiques au niveau de la cellule endothéliale peut se faire indépendamment de l’activation du 
facteur XII et fait intervenir la prolylcarboxypeptidase (PRCP) (Regoli et al. 2012; Regoli et 
Gobeil 2016). Les principaux substrats de la Kp sont le KHPM, le facteur XII et la pro-urokinase 
ainsi que la Kt. La Kp hydrolyse le KHPM et libère la BK (NH2-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-
Phe-Arg-COOH). La Kp est inhibée par les différentes protéases à sérine (Serpines) impliquées 
dans l’orchestration de la coagulation, de l’inflammation et du complément tels, l’antithrombine III, 
l’α2-macroglobuline et le C1-inhibiteur (Cicardi et Cugno 2012). 
 
Outre la Kp, la prékallicréine tissulaire peut être activée in vitro par la trypsine et la plasmine. 
Toutefois, in vivo, les protéases qui activent la prékallicréine tissulaire sont inconnues. La Kt 
hydrolyse le KFPM pour libérer la LysBK ou KD (NH2-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-
Arg-COOH) (voir section kinines). La Kt est spécifiquement inhibée par des Serpines comme la 
kallistatine et l’aprotinine (Moreau et al. 2005). 
 
La Kp est codée par un seul gène alors que les Kt sont codés par plusieurs gènes (3 chez 
l’humain mais beaucoup plus chez le rongeur). Ces gènes sont situés sur le chromosome 19q3 
(Bhoola et al. 1992; Leeb-Lundberg et al. 2005). 
2. Kininogènes 
 
Les KHPM (88-120 kDa) et KFPM (50-68 kDa) sont des glycoprotéines synthétisées 
principalement par les hépatocytes et sont présents en quantité importante dans le plasma (KHPM: 
90 µg/ml; KFPM: 190 µg/ml) (Adam et al. 1985; Reddigari et Kaplan 1989). D’autres organes 
peuvent également produire les kininogènes dont le rein, le cœur, et l’endothélium vasculaire. Les 
KHPM et KFPM sont codés par le même gène nommé KNG1 et sont le résultat d’un épissage 
alternatif (Le Corvoisier et al. 2000). En plus d’être précurseurs des kinines, les 2 types de 
kininogènes ont des propriétés anti-protéasiques et peuvent inhiber de nombreuses enzymes telles 
que la cathepsine, la calpaïne et la papaïne. Le KHPM peut également se lier au facteur XI, aux 
neutrophiles et aux plaquettes ce qui lui confère des propriétés antithrombotiques. 
 











Les kinines représentent une famille de peptides incluant la BK et LysBK (alias kallidine ou 
KD) et leurs métabolites actifs dépourvus de l’arginine en position carboxy terminale, la desArg9-
BK (DBK) et LysdesArg9-BK (LDBK). Chez le rat, il existe une kinine spécifique nommée T-
kinine (Ile-Ser-BK) en remplacement de la KD. Des variantes de la KD et de la BK ont également 
été trouvées chez l’humain et les primates mais non chez les rongeurs et les bovins. Ces variantes 
contiennent des résidus prolyl hydroxylés (p. ex. [Hyp3]-BK, Lys[Hyp3]-BK) et sont issues de 
modifications post-traductionnelles des KHPM et KFPM (Muller-Esterl 1992). Une étude récente 
de l’analyse protéomique du plasma/sérum humain a révélé l’existence d’une autre modification 
post-traductionnelle des kininogènes amenant à un isoforme de kinines contenant une 
phosphorylation de la sérine (p. ex. [pSer6]-BK) (Assis et al. 2015). Outre le sang et les urines, la 
BK est également retrouvée dans d’autres liquides corporels comme la salive et la sueur ainsi que 
dans plusieurs tissus tels que le cœur, les vaisseaux sanguins, le rein, le colon et le foie. Pour sa 
part, la LysBK est retrouvée dans le cœur, l’urine ainsi qu’en circulation. Les kinines exercent 
leurs activités pharmacologiques en stimulant des récepteurs à 7 domaines transmembranaires 
couplés aux protéines G (RCPG; voir section RCPG): les rB2 et rB1. La BK et la KD sont des 
agonistes endogènes des rB2 tandis que la DBK et la LDBK sont les agonistes préférentiels des 
rB1 (voir sections: rB1 et rB2). 
3.1 Métabolisme 
 
Les kinines sont détruites par de nombreuses peptidases présentes dans le sang et les tissus. 
Ceci explique en grande partie leurs très courtes demi-vies plasmatiques (de 10 à 50 sec selon les 
espèces animales) (Decarie et al. 1996). La courte demi-vie plasmatique des kinines est en accord 
avec leurs modes d’action essentiellement locales (c’est-à-dire de type autacoïde) (Golias et al. 
2007). En circulation, la BK et la KD sont métabolisées par l’enzyme de conversion de 
l’angiotensine (ECA, aussi appelée Kininase II) qui enlève le dipeptide en C-terminal rendant ces 
peptides complètement inactifs, ainsi que par les CPM et CPN, aussi appelées Kininases I, qui 
clivent l’arginine en C-terminale pour donner respectivement la DBK et la LDBK (toutes deux 
agonistes des rB1). Il a été démontré récemment que la cathepsine X, une enzyme présente à la 
surface des cellules endothéliales et des monocytes/macrophages, peut également jouer le rôle de 
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Kininase 1 (Nagler et al. 2009). La BK peut aussi être formée à partir de la LysBK par le clivage 
de la lysine en N-terminal par l’AmM (Sharma et Al-Sherif 2011). D’autres peptidases participent 
au métabolisme des kinines notamment l’EpN 24. 11 et l’AmP qui clivent la BK et KD pour 
donner lieu à des fragments inactifs (Gabra et al. 2003). La Figure 2 résume les activités 






Figure 2: Métabolisme de la LysBK (agoniste B2) et LDBK (agoniste B1) par diverses peptidases 
(aussi appelées kininases).  








4. Récepteurs couplés aux protéines G (RCPG): les récepteurs des kinines 
 
Les RCPGs sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires qui forment un immense 
groupe de plus de 800 récepteurs divisés en cinq grandes familles: la famille de la rhodopsine (la 
plus grande famille avec 701 membres), la famille de la sécrétine (15 membres), la famille des 
molécules d’adhésion (24 membres), la famille du glutamate (15 membres) et la famille 
Frizzled/goût (24 membres) (Figure 3). Les RCPGs relayent la majorité des signaux (environ 
80 %) à travers la membrane et plus de la moitié des agents thérapeutiques présentement sur le 
marché vise un RCPG. Ces récepteurs peuvent se retrouver sous forme de monomères, de dimères 
ou d’oligomères et peuvent subir plusieurs modifications post-traductionnelles telles que la 
glycosylation, la phosphorylation, l’acétylation, la palmitoylation et l’ubiquitinylation (Millar et 





Figure 3: Classification des RCPGs.  
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Des travaux récents indiquent que les RCPGs peuvent aussi stimuler des voies de 
signalisation de façon indépendante des protéines G, par exemple, l’activation de la voie des MAP 
kinases ERK par la β-arrestine plutôt que les protéines G. C’est le cas notamment du récepteur 
AT1 de l’angiotensine, du récepteur TPβ du TXA2 ainsi que du récepteur PAR1 de la thrombine 
pour n’en nommer que quelques-uns (Moore et al. 2007; Millar et Newton 2010). 
 
Comme nous le verrons dans ce qui suit, les récepteurs des kinines font partie de la famille 
des RCPGs capables d’activer plusieurs protéines G ou autres effecteurs/transducteurs, y compris 
les β-arrestines (Simaan et al. 2005; Kuhr et al. 2010; Zimmerman et al. 2011; Khoury et al. 
2014b; Zhang et al. 2015). 
 
Les kinines exercent leur action via deux récepteurs, B1 et B2 (rB1 et rB2). Ces récepteurs 
ont été identifiés pharmacologiquement à l’aide de bioessais par le groupe du Pr émérite Domenico 
Regoli (Université de Sherbrooke) par l’application de deux critères proposés par Schild soient 
l’ordre de puissance des agonistes et les affinités relatives des antagonistes (Regoli et Barabe 1980). 
Tel que mentionné ci-haut, les deux types des récepteurs des kinines font partie de la grande 
famille des RCPGs. Le rB1 possède 36 % d’homologie avec le rB2 et les gènes des deux 
récepteurs sont situés sur le même locus à 12 kb de distance sur le chromosome 14. L’ARNm de 
rB2 est de 4 kb alors que celui de rB1 est de 1,4 kb chez l’humain et possèdent chacun 3 exons 




rB2 comprend 364 acides aminés et possède une masse moléculaire d’environ 45 kDa. Le 
poids moléculaire de rB2 peut également être supérieur à la valeur théorique suivant la 
glycosylation de la protéine (Marceau et Regoli 2004; Leeb-Lundberg et al. 2005). Trois sites de 
glycosylation sont retrouvés dans les domaines extracellulaires et revêtent une importance au 
niveau du couplage efficace aux protéines G, l’oligomérisation, la dégradation du récepteur, la 
maturation ainsi que l’adressage intracellulaire (Leeb-Lundberg et al. 2005). Toutefois, la 
glycosylation ne semble pas affecter l’affinité du récepteur pour le ligand dans le cas du rB2 chez 
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le rat puisqu’il a été démontré qu’une déglycosylation ne changeait pas les affinités de la BK et de 
l’antagoniste HOE 140 chez ce dernier (Yaqoob et al. 1995). De plus, le rB2 comprend des motifs 
DRY et NPxxY (également retrouvés chez rB1), hautement conservés parmi les RCPGs de la 
rhodopsine. Ces motifs jouent plusieurs rôles importants pour la conformation des récepteurs, la 
liaison du ligand, le couplage aux protéines G ainsi que l’internalisation des récepteurs (Leeb-
Lundberg et al. 2005; Rovati et al. 2007). La formation de ponts disulfures joue un rôle important 
dans l’insertion du récepteur dans la membrane pour former un site de liaison. La présence de 
cystéines dans la portion C-terminale donnant dans le cytosol entraine généralement une 
palmitoylation ce qui peut moduler le couplage aux protéines G, l’internalisation, la 
resensibilisation du récepteur ainsi que l’adressage intracellulaire de ce dernier. Finalement, la 
phosphorylation en C-terminale par les GRK entraine une désensibilisation des RCPGs activés et 
peut également affecter l’endocytose, le recyclage, l’adressage et même le couplage aux protéines 
G (Blaukat 2003; Fredriksson et al. 2003; Leeb-Lundberg et al. 2005).  
4.1.1 Régulation et désensibilisation 
 
Le rB2 est exprimé de façon constitutive et une fois activé, il est internalisé puis recyclé 
rapidement à la membrane (en 30 min environ) à partir du compartiment endosomal (Blaukat et al. 
1996; Zhou et al. 2000; Bachvarov et al. 2001). L’internalisation des rB2 a lieu par le recrutement 
et la liaison des β-arrestines aux rB2 suite à la phosphorylation des récepteurs par des GRKs. Ce 
processus d’endocytose semble opérer majoritairement via les puits recouverts de clathrines et non 
les cavéoles (Zhang et al. 1998; Bachvarov et al. 2001; Bawolak et al. 2011; Khoury et al. 2014a). 
Récemment, grâce à l’utilisation de protéines de fusion EGFP-rB2 et à l’évaluation de certains 
inhibiteurs pharmacologiques du cytosquelette, le groupe de Marceau a observé une colocalisation 
possible des rB2 avec Rab7, suggérant un routage possible du rB2 vers les lysosomes (Charest-
Morin et al. 2013). 
 
Enfin, l’expression de rB2 à la membrane cytoplasmique peut être modulée par des cytokines 
inflammatoires telles que Il-1, TNF-α et TGF-β (Bathon et al. 1992; Prado et al. 2002; Kim et al. 
2005; Brechter et al. 2008). 
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4.1.2 Voies de signalisation 
 
 Le rB2 signale principalement via la protéine Gαq mais aussi par d’autres types de 
protéines G tels Gαi, Gα12/13 et Gαs (Leeb-Lundberg et al. 2005). La signalisation via Gαq/11  entraîne 
une activation de la phospholipase C-β (PLCβ) qui entraîne à son tour la production de second 
messagers tels que l’IP3, le DAG ainsi que le calcium. L’élévation du niveau de calcium entraine 
plusieurs effets dont l’activation des voies du NO et de cGMP, voies qui contrôlent principalement 
les effets dilatatoires de la BK au niveau des vaisseaux sanguins. L’augmentation du niveau de 
calcium entraine également la transactivation d’EGFR tout comme l’activation de la PLCβ par Gαq. 
De plus, le calcium et le DAG activent plusieurs isoformes de la PKC (PKC α, ε, ζ) qui participe à 
son tour à l’activation de plusieurs voies de signalisation incluant celle de la prolifération cellulaire 
(Leeb-Lundberg et al. 2005). En plus de la PLCβ, rB2 peut aussi activer les PLA2 et PLD ainsi que 
la sphingosine kinase ce qui résulte en une élévation de la concentration de seconds messagers tels 
que l’acide arachidonique (convertie par la suite en prostaglandines), l’acide phosphatidique et la 
sphingosine-1-phosphate (Burch et Axelrod 1987; Nishizuka 1992; Blaukat et al. 2000; Blaukat et 
Dikic 2001). Gαq entraine également l’activation de la voie PI3K menant ultimement à l’activation 
de PKC (Blaukat 2003). 
 
Le couplage des rB2 aux protéines Gα12/13 peut entrainer l’activation de petites protéines G 
telles que Rho, Rac ou Cdc42 et ainsi affecter l’organisation du cytosquelette d’actine, la forme de 
la cellule et sa motilité. L’activation de Gαi et Gαs module les niveaux d’cAMP et donc, par le fait 
même, l’activité de la PKA (Graness et al. 1998; Gohla et al. 1999; Blaukat et al. 2000; Liebmann 
2001). La stimulation de Gαi par les récepteurs des kinines entraine l’activation de la voie Ras/Raf 
(Blaukat 2003) ainsi que de la voie ERK/MAPK, tel que rapporté en 1998 par le groupe de Naraba 
qui a montré que rB1 et rB2 activaient ERK1 et ERK2 mais pas JNK-1 ni JNK-2 (Naraba et al. 
1998). Lorsqu’activés, les MAPKs transloquent au noyau où elles phosphorylent et activent des 
facteurs de transcriptions nucléaires impliqués dans la synthèse d’ADN et la division cellulaire 
(van Biesen et al. 1996; Gutkind 1998; Leeb-Lundberg et al. 2005). Gαi joue aussi un rôle sur PI3K 
et donc par le fait même sur PLC et PKC (Blaukat 2003). La Figure 5 présente les principales 




En plus de ces voies d’activation classiques, la signalisation des rB2 peut également se faire 
via l’activation de protéines tyrosines kinases et de phosphatases (PTPσ et LAR) (Liebmann et 
Bohmer 2000; Figueroa et al. 2012; Costa-Neto et al. 2014; da Costa et al. 2014). Il existe d’autres 
voies de signalisation non canoniques pour les kinines notamment associées aux cancers et à 
d’autres troubles associés à une prolifération cellulaire anormale. Il s’agit de la voie de la 
transactivation d’EGFR (Liebmann et Bohmer 2000; Figueroa et al. 2012; Costa-Neto et al. 2014; 
da Costa et al. 2014). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour la transactivation des EGFR par 
la BK pouvant ultimement mener à l’activation des voies Akt et MAPK ERK 1/2, toutes deux 
impliquées dans la régulation de la prolifération. En outre, la transactivation d’EGFR peut survenir 
via l’action des métalloprotéases ADAM17, MMP2, MMP8, MMP9 et MMP13 chez différents 
types cellulaires (Kramarenko et al. 2010; Huang et al. 2012; Costa-Neto et al. 2014; Huang et al. 
2014). De plus, dans les cellules épithéliales des tubules rénaux, l’interaction de rB2 activés avec 




Figure 5: Les différentes voies de signalisation activées par rB2.  
D’après Blaukat et al., 2003, reproduit avec permission de l’éditeur.  
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4.1.3 Distribution et fonctions physiologiques/pathologiques 
 
Les rB2 sont très largement distribués dans le corps, à la fois dans le système nerveux central 
et périphérique ainsi que dans les systèmes cardiovasculaire, génito-urinaire, respiratoire et 
neuronal (Marceau 1995; Hall 1997; Marcondes et Antunes 2005), et on les retrouvent dans 
plusieurs tissus tels que l’utérus, l’intestin, les reins, le cœur et l’aorte (Golias et al. 2007). Plus 
précisément, les rB2 sont retrouvés chez plusieurs types cellulaires dont les cellules endothéliales, 
musculaires lisses, les fibroblastes, les cellules mésengiales, les neurones, les astrocytes et les 
neutrophiles polynucléaires (Couture et al. 2001).  
 
Compte tenu de son expression ubiquiste, rB2 est responsable de la plupart des effets 
physiologiques des kinines (voir section sur les kinines) (Blaukat et al. 1996; Zhou et al. 2000; 
Bachvarov et al. 2001). Ainsi, au niveau physiologique, rB2 joue un rôle dans l’homéostasie 
vasculaire où il crée une hypotension due à une dilatation des vaisseaux, l’angiogenèse, l’excrétion 
rénale ainsi que la prolifération et l’apoptose. Au niveau pathologique, rB2 joue un rôle dans 
l’inflammation, l’ischémie, le diabète et le sepsis (Couture et al. 2014). 
4.2 rB1 
 
rB1 possède une séquence de 353 acides aminés et sa forme principale est de 35 kDa 
quoique d’autres formes de masse moléculaire plus élevée ont aussi été observées découlant de 
certaines modifications post-traductionnelles comme la glycosylation (Marceau et Regoli 2004; 
Leeb-Lundberg et al. 2005). 
 
4.2.1 Régulation et désensibilisation 
 
Le rB1 est peu ou pas exprimé en conditions normales mais est plutôt induit lors de 
situations pathologiques très variées comprenant les lésions traumatiques et ischémiques ainsi que 
dans de nombreuses maladies inflammatoires générales incluant le diabète, le sepsis, les infections 
les maladies cardiovasculaires, certaines maladies du système nerveux central (ex. sclérose en 
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plaques, Alzheimer) et le cancer (Marceau et al. 1998; Leeb-Lundberg et al. 2005; Figueroa et al. 
2012; Couture et al. 2014).  
 
Il est induit par différents facteurs de l’inflammation et pathogènes tels les endotoxines de 
nature lipopolysaccharidique (LPS), les cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1β, TNF-α, 
IFN-γ, EGF, IL-2 et IL-8 ou encore des facteurs de croissance (Marceau et al. 1998). L’induction 
de rB1 par les cytokines est régulée par les MAPK (p38, ERK et c-Jun)  ainsi que la transcription 
par NF-κB (Marceau et al. 1998; Leeb-Lundberg et al. 2005; Couture et al. 2014). Or, la BK 
stimule l’activation de NF-κB ce qui entraine l’expression du gène IL-1β et par conséquent, 
l’activation de rB1 (Pan et al. 1996; Marceau et al. 1998; Schanstra et al. 1998; Phagoo et al. 
1999; Xie et al. 2000; Leeb-Lundberg et al. 2005). 
 
La DBK et la LDBK sont les ligands naturels sélectifs du rB1 (Regoli et Barabe 1980; 
Leeb-Lundberg et al. 2005). Chez les rB1 humains recombinants et naturels (ou endogènes), la 
LDBK montre des affinités environ 50-100 fois supérieures par rapport à celles de la DBK (Menke 
et al. 1994; Gobeil et al. 1996a; Austin et al. 1997). 
 
Le rB1, contrairement au rB2, n’est pas désensibilisé ni internalisé suivant la liaison de son 
ligand (Leeb-Lundberg et al. 2005). Ceci s’explique par le fait que la partie C-terminale du rB1 est 
plus courte par rapport au rB2 et elle est dépourvue de sites de phosphorylation pour les GRK, 
PKC et PKA (Leeb-Lundberg et al. 2005). En absence de ligand, le rB1 est constitutivement 
internalisé via un mécanisme clathrine-dépendant contrairement à rB2 (Marceau et al. 1998; Leeb-
Lundberg et al. 2005). De plus, il a été démontré que la stimulation prolongée du rB1 par son 
propre agoniste peut entrainer une augmentation de son expression (Prado et al. 2002).  
 
4.2.2 Voies de signalisation 
 
De manière générale, les rB1 activent sensiblement les mêmes voies de signalisation que le 
rB2. En effet, rB1 active lui aussi Gαq et Gαi ainsi que plusieurs autres voies de signalisation aussi 
activée par rB2. Toutefois, il existe des différences entre l’activation des deux types de récepteurs: 
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alors que rB2 mène à une réponse rapide et courte, rB1 entraine plutôt une réponse lente et 
soutenue. Cette différence peut être expliquée par différents mécanismes de désensibilisation et 
d’internalisation ainsi que par une signalisation spécifique à chacun par exemple la mobilisation 
d’un pool de calcium différent ou le recrutement d’eNOS/iNOS (Couture et al. 2014). 
 
Chez plusieurs lignées de cancer du sein dont les cellules MDA-MB-231, les effets 
prolifératifs des rB1 dépendent de l’activité du récepteur de l’EGF et subséquemment de la 
phosphorylation des MAPK p42/p44 (Molina et al. 2009; Ehrenfeld 2012). Chez les cellules de 
muscles lisses vasculaires, la prolifération induite par l’activation des rB1 est également médiée 
par l’activation des MAPK via les voies des protéines G sensibles à la toxine du choléra, la PKC et 
la kinase Src (Christopher et al. 2001). Une autre étude réalisée sur les cellules de muscles lisses 
vasculaires a cependant démontré que le rB1 peut inhiber la prolifération induite par le PDGF en 
partie en prolongeant l’activation de MAPK ERK conduisant à une expression accrue de p27Kip1 
(Dixon et al. 2002). Cette dernière étude est en accord avec les résultats rapportés par le groupe de 
Morissette et al. qui a montré que la stimulation des rB1 inhibe la prolifération des cellules de 
muscles lisses vasculaires par des mécanismes impliquant l’activation de la PI3K mais non la 
relâche de prostanoïdes ou de NO (Morissette et al. 2006).  
 
Chez les cellules de cancer de la prostate PC-3, l’activation de rB1 entraine plutôt la 
prolifération/migration des cellules, processus qui se fait via l’activation de FAK (Taub et al. 
2003). De plus, rB1 module la relâche de métalloprotéases des cellules de cancer du sein, des 
effets contrôlés en partie par l’activation de ERK1/2, p38 et de la transactivation de EGFR 
(Stuardo et al. 2004; Ehrenfeld et al. 2009; Ehrenfeld et al. 2011). Il est également connu que rB1 
stimule la chimiotaxie chez les neutrophiles toutefois la signalisation impliquée dans ce processus 
n’est pas encore connue (Paegelow et al. 2002; Ehrenfeld et al. 2006).  
 
Plus récemment, le groupe de Skidgel a démontré que la stimulation des rB1 amène à 
l’activation de la iNOS et production subséquente de NO dans les cellules endothéliales 
pulmonaires humaines préalablement sensibilisées à l’IL-1β (pour l’induction du rB1) (Kuhr et al. 
2010). Cette voie d’activation de la iNOS nécessiterait  une association au préalable des rB1 avec 
la β-arrestine 2 (Kuhr et al. 2010).   
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4.2.3 Distribution et fonctions physiologiques/pathologiques 
 
rB1 est peu ou pas exprimé en conditions normales mais peut être induit chez plusieurs 
types cellulaires comme les cellules endothéliales, épithéliales, musculaires lisses, neuronales, 
mésangiales ainsi que les fibroblastes, les ostéoblastes et certaines cellules immunocompétentes 
comme les lymphocytes T et les macrophages (Goldstein et Wall 1984; Burch et al. 1989; 
D'Orleans-Juste et al. 1989; Tiffany et Burch 1989; Ljunggren et Lerner 1990; Bascands et al. 
1993; Rangachari et al. 1993; Galizzi et al. 1994).  
 
rB1 possède plusieurs fonctions biologiques. Au niveau des cellules endothéliales par 
exemple, il stimule la libération de la prostacycline (PGI2) et du monoxyde d’azote (NO) qui 
induisent la relaxation musculaire lisse vasculaire provoquant une diminution de la résistance 
vasculaire périphérique (Chakir et al. 1996; Farmer et al. 1998; Marceau et al. 1998; McLean et al. 
2000). Il peut également entrainer une extravasation plasmatique et une diapédèse de leucocytes au 
niveau des veinules post-capillaires des sites inflammatoires (Chakir et al. 1996; Farmer et al. 
1998; McLean et al. 2000). Chez les cellules musculaires lisses, le rB1 peut engendrer de manière 
directe ou non une vasoconstriction (exemple chez l’aorte de lapin) ou une vasodilatation (exemple 
chez l’artère mésentérique de lapin) (Marceau 1995; Rizzi et al. 1997; McLean et al. 2000). Le 
rB1 peut également provoquer des effets myotropiques contractiles chez des cellules de muscles 
lisses isolés non vasculaires chez de nombreuses espèces animales (Marceau et al. 1980; Couture 
et al. 1981). Chez certains types de fibroblastes et muscles lisses vasculaires, le rB1 peut stimuler 
la division cellulaire et la libération de prostaglandines (Goldstein et Wall 1984). 
 
rB1 joue un rôle de grande importance dans l’inflammation et la douleur chronique (Couture 
et al. 2014). Les rB1 médient une sensibilisation à la douleur de manière indirecte en stimulant la 
relâche d’autres médiateurs de l’inflammation (Dray et Perkins 1993; Couture et al. 2014).  
 
Il est à noter que les rB1 et rB2 peuvent coexister dans les mêmes types cellulaires par 
exemple les cellules endothéliales, musculaires lisses, nerveuses et épithéliales, les fibroblastes 
ainsi que plusieurs types de cellules cancéreuses (Marceau et al. 1998; McLean et al. 2000; 
Figueroa et al. 2012). 
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5. Pharmacologie des récepteurs des kinines 
 
5.1 Agonistes et antagonistes des rB2 
 
Plusieurs agonistes et antagonistes ont été développés comme outils pharmacologiques et à 
des fins thérapeutiques (voir Tableau 1). La première génération d’antagonistes des rB2 était basée 
sur la séquence [D-Phe7]-BK mais ces antagonistes avaient une efficacité plutôt faible et faisaient 
preuve d’une activité intrinsèque comparable à un agoniste partiel (Stewart et Vravek 1991; Regoli 
et al. 1993). La seconde génération d’antagonistes peptidiques présente une bonne sélectivité et 
une meilleure stabilité in vivo. Un exemple prototypique de cette classe est le HOE 140 (alias 
Icatibant ou Firazir) qui est approuvé pour le traitement de l’angioedème héréditaire (Gougat et al. 
2004; Stewart 2004; Moreau et al. 2005; Whalley et al. 2012; Gomis et al. 2013; da Costa et al. 
2014). La troisième génération représente les antagonistes de nature non peptidique, actifs per os 
tels que le MEN16132 (Fasitibant) et le FR173657 (Whalley et al. 2012; da Costa et al. 2014) 
(Tableau 1).  
 
Plusieurs agonistes sélectifs rB2 résistants au métabolisme enzymatique, ont été développés 
au cours des dernières années (Heitsch 2003; Marceau et Regoli 2004; Regoli et al. 2012). Dans 
cette catégorie, on retrouve le composé peptidique R523, développé par le groupe de Regoli 
(Drapeau et al. 1988; Rhaleb et al. 1990), et le RMP-7 (alias Cereport ou labradimil), développé 
par le groupe d’Alkermès inc. aux États-Unis (Emerich et al. 2001) (voir Tableau 1). Ces derniers 
se sont révélés être résistants in vitro/in vivo à la dégradation par l’ECA et la CPM (Drapeau et al. 
1988; Emerich et al. 2001; Gobeil et al. 2002; Savard et al. 2013). Notre laboratoire a récemment 
développé un nouvel agoniste rB2 nommé NG291 comportant différents acides aminés non-
naturels (Bélanger et al. 2009; Côté et al. 2010; Savard et al. 2013). Cet agoniste possède une 
stabilité totale contre l’ECA et est de 20 à 200 fois plus puissant in vitro que le RMP-7 et le R523, 
respectivement, sur le rB2 humain (Bélanger et al. 2009). Lorsqu’administré par voie intraveineuse 
chez les animaux, le NG291 exerce des effets hypotenseurs, antithrombotiques et 
profibrinolytiques plus marqués vis-à-vis la BK (Savard et al. 2013). Des études précliniques 
récentes ont montré que le NG291 peut exercer des effets cardioprotecteurs après infarctus du 
myocarde (Manolis et al. 2010; Potier et al. 2013; Desposito et al. 2015) et des effets néo-
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angiogéniques notables dans l’ischémie critique des membres inférieurs chez la souris (Desposito 
et al. 2015). 
 
Plusieurs études incluant les nôtres ont montré la capacité de ces agonistes rB2 à accroître 
l’acheminement transvasculaire vers le cerveau et l’efficacité d’agents diagnostiques et 
anticancéreux pour la détection et la thérapie des tumeurs cérébrales malignes (Emerich et al. 
2001; Côté et al. 2010; Côté et al. 2012; Côté et al. 2013). 
 
5.2 Agonistes et antagonistes des rB1 
 
Le rôle potentiel des antagonistes rB1 dans le traitement de l’inflammation et de la douleur 
chronique a été clairement démontré dans de nombreux modèles précliniques (Leeb-Lundberg et al. 
2005; Whalley et al. 2012; Couture et al. 2014). Les premiers antagonistes des rB1 furent 
développés par le groupe de Regoli en 1977 en substituant la phénylalanine en position 8 de la 
DBK et LDBK par un acide aminé aliphatique hydrophobe telle la leucine, pour former les 
peptides [Leu8]DBK et Lys[Leu8]DBK, respectivement. Ces derniers exercent une action 
antagoniste compétitive et sélective chez les rB1 exprimés au niveau de l’aorte de lapin (Regoli et 
al. 1977; Drouin et al. 1979a; Drouin et al. 1979b). Leur forte sensibilité au métabolisme 
enzymatique par de multiples peptidases (ECA, NEP 24.11, AmM et AmP) ainsi que leur activité 
agoniste partielle, en particulier chez la souris, sont des facteurs limitants à leur utilisation lors 
d’études in vivo chez les animaux (Gobeil et al. 1996b; Regoli et al. 1998; Gobeil et al. 1999). 
 
Parmi les antagonistes rB1 peptidiques de seconde génération, on retrouve le R715 et le 
R954, tous deux développés dans nos laboratoires, ainsi que le peptide B9430, développé par le 
groupe de Stewart (voir Tableau 1 pour séquences peptidiques). Le peptide B9430 a la particularité 
d’être un antagoniste mixte ou ambivalent c.a.d. capable de bloquer les deux types de récepteurs 
des kinines (Stewart et al. 1996; Gobeil et al. 1997; Marceau et al. 1998; Stewart 2004). Le 
peptide R954 est le seul antagoniste décrit à ce jour présentant une résistance quasi totale à la 
dégradation enzymatique induite par l’ECA, la NEP, l’AmM/N et l’AmP tout en possédant une 
très haute affinité et une excellente sélectivité pour les rB1 exprimés chez différentes espèces 
animales incluant l’homme (Neugebauer et al. 2002; Gobeil et al. 2014). L’antagoniste R954 s’est 
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avéré particulièrement utile pour l’identification des rôles physiopathologiques des rB1 avec plus 
d’une vingtaine de publications listées dans PubMed (Gobeil et al. 2014). Ce même composé a 
d’ailleurs été breveté et a reçu l’approbation de Santé Canada pour des essais cliniques de phase 1 à 
titre de nouvel agent anti-inflammatoire et analgésique pour traiter certaines complications du diabète 
(Gobeil et al. 2014). Finalement, la troisième génération présente des antagonistes non peptidiques 
possédant une bonne biodisponibilité orale. Cette génération inclut le SSR240612 un composé 
actif par voie orale et qui montre une forte activité analgésique et anti-inflammatoire dans de 
nombreux modèles animaux notamment de diabète (Gougat et al. 2004; Whalley et al. 2012; 
Couture et al. 2014). Les antagonistes non peptidiques des rB1 peuvent être majoritairement 
classés en deux grandes catégories: les sulfonamides et les carboxamides (Barth et al. 2012; Bozo 
et al. 2012; Whalley et al. 2012). 
 
Les agonistes rB1 synthétiques présentent eux aussi un intérêt particulier puisque de 
nombreuses études ont démontré leur utilité thérapeutique potentielle dans les maladies 
cardiovasculaires ischémiques associées ou non au diabète (comme agents cardioprotecteur et 
proangiogénique), les maladies neurologiques (sclérose en plaques) et le cancer du cerveau 
(comme agent adjuvant à la chimiothérapie) (Marceau et Regoli 2004; Côté et al. 2009; Alhenc-
Gelas et al. 2011; Regoli et al. 2012; Desposito et al. 2015; Savard et al. 2016). L’agoniste 
peptidique R838 a été développé par le groupe de Regoli dans le but d’obtenir un composé 
comportant une puissance et une résistance accrue à la dégradation enzymatique et pouvant être 
utilisé pour des études in vivo chez l’animal (Rhaleb et al. 1990; Drapeau et al. 1991). Le NG29 
est un agoniste biostable, de très haute affinité pour les rB1 humains (de l’ordre du picomolaire) 
qui s’est montré efficace pour ouvrir transitoirement la barrière hématoencéphalique et ainsi 
accroître l’acheminement d’agents diagnostiques et chimiothérapeutiques pour la détection et la 
thérapie des tumeurs cérébrales malignes (Côté et al. 2009; Côté et al. 2012; Côté et al. 2013) 
Contrairement aux agonistes rB2 synthétiques, l’agoniste rB1 NG29 offre l’avantage de causer peu 
(ou pas) d’effets secondaires suite à son administration systémique tout en provoquant une 
ouverture de la barrière hématotumorale de plus longue durée (c.a.d 2 heures vs environ 20 min 
pour les agonistes rB2) (Côté et al. 2012). De plus, ce même agoniste a montré un bon profil 
d’innocuité (MTD > 75 mg/kg) ainsi qu’un profil pharmacocinétique favorable lorsqu’administré 




Tableau 1: Principaux agonistes et antagonistes synthétiques des rB1 et rB2 des kinines 
Nom de code Type Structure Sélectivité Références 
R838 Agoniste Sar[DPhe8]-DBK B1 (Rhaleb et al. 1990),  
(Cardoso et al. 2004) 
NG29 Agoniste SarLys[DPhe8]-DBK B1 (Côté 2007; Côté et al. 
2009; Côté et al. 2012; 
Savard et al. 2016) 
[Leu8]DBK Antagoniste [Leu8]-DBK B1 (Regoli et Barabe 1980) 
Lys[Leu8]DBK Antagoniste Lys[Leu8]-DBK B1 (Regoli et Barabe 1980) 
R715 Antagoniste AcLys[DβNal7, Ile8]-DBK B1 (Gobeil et al. 1996b) 
R954 Antagoniste AcOrn[Oic2,(αMe)Phe5,DβNaI7,Ile8]-DBK B1 (Filteau 1999; 
Neugebauer et al. 2002; 
Gobeil et al. 2014) 
B9430 Antagoniste DArg[Hyp3, Igl5, DIgl7, Oic8]-BK B1/B2 (Stewart et al. 1996; 





B1 (Gougat et al. 2004; 
Bélanger et al. 2009) 
R523 Agoniste [Phe8ψ(CH2NH)Arg9]-BK B2 (Drapeau et al. 1988; 
Côté et al. 2010)  
RMP-7(cereport, 
labradimil) 
Agoniste [Hyp3, Thi5, 4-Me-Tyr8ψ(CH2NH)Arg9]-BK B2 (Inamura et Black 1994; 
Sanovich et al. 1995) 
NG291 Agoniste [Hyp3, Thi5, NChg7, Thi8]-BK B2 (Bélanger 2008; 
Bélanger et al. 2009; 
Savard et al. 2013) 
[DPhe7]-BK Antagoniste [DPhe7]-BK B2 (Stewart et Vravek 1991) 
HOE 140 
(Icatibant, Firazir) 
Antagoniste DArg[Hyp3, Thi5, DTic7, Oic8]-BK B2 (Hock et al. 1991; 





B2 (Inamura et al. 1997; 
Gobeil et al. 1999) 
MEN16132 Antagoniste 4-(S)-amino-5-(4- piperazino)-5-
oxopentyl](trimethyl)ammonium chloride 
hydrochloride 




6. Kinines et cancers 
 
Les kinines produites par le SKK interviennent dans plusieurs processus de la tumorigenèse 
et de la progression tumorale notamment dans la prolifération, la migration, l’invasion et la 
dissémination (métastases) des cellules cancéreuses. La néoangiogenèse ainsi que l’augmentation 
de la perméabilité vasculaire induite par les kinines peuvent aussi contribuer au développement 
tumoral (Sharma et Al-Sherif 2011; Figueroa et al. 2012; da Costa et al. 2014). 
 
La Kt KLK1 joue un rôle dans la croissance et l’invasion tumorale de plusieurs types de 
cancers et sa présence est indicative d’un mauvais pronostic (Dlamini et Bhoola 2005a; Dlamini et 
Bhoola 2005b; Dominek et al. 2010; Avgeris et al. 2012). Certaines cellules cancereuses utilisent 
les kinines comme facteurs de communication paracrines pour stimuler leur croissance via 
l’activation de leurs récepteurs situés sur les cellules du stroma tumoral (ex. macrophages, 
fibroblastes et cellules endothéliales). Cette signalisation paracrine des kinines est connue sous le 
nom d’effet de proximité (ou «bystander effect») (voir revues de Figueroa et al. 2012 ; da Costa et 
al. 2014). 
 
Il a été démontré que la BK peut induire la néoangiogenèse tumorale par deux mécanismes 
différents. Dans la phase précoce, la BK augmente l’hyperperméabilité de la vascularisation 
tumorale via les récepteurs B2 situés sur les cellules endothéliales alors que dans la phase tardive 
elle induit l’expression de VEGF dans les fibroblastes du stroma qui induisent à leur tour 
l’angiogenèse et ainsi la croissance tumorale (Senger et al. 1986; Papapetropoulos et al. 1997; 
Ishihara et al. 2002). De plus, les kinines augmentent le flux sanguin (par la vasodilatation) ce qui 
favorise l’apport de nutriments et d’oxygène à la tumeur (Plendl et al. 2000).  
 
Une étude récente digne de mention réalisée par le groupe de Guevara-Lora, a révélé la capacité 
des cellules de glioblastome U-373 à produire le KHPM, la Kt, des kinines et autres agents de 
manière endogène (Guevara-Lora et al. 2013). L’ensemble de ce travail suggère que les cellules U-
373 expriment un système générateur de kinines pouvant agir de manière autocrine, voire même 




En plus d’une surexpression des composantes nécessaires à la génération des kinines, 
plusieurs types de cancers surexpriment un ou les deux types de récepteurs (rB1 et rB2) (voir revue 
de Figueroa et al. 2012). En effet, plusieurs études in vitro sur cellules cancéreuses en culture et 
études immunohistologiques sur biopsies cliniques ont illustré la présence (ARNm et protéines) et 
un rôle possible des récepteurs des kinines dans de nombreux types de cancers, dont le cancer du 
rein (Wang et al. 1996; Moodley et al. 2005), de l’œsophage (Dlamini et Bhoola 2005a; Dlamini et 
Bhoola 2005b), de l’utérus (Olejek et al. 2002), de la vessie (Toledo 2012), de la peau (Fujita et al. 
2009), mésothéliome (Chee et al. 2007), de la prostate (Barki-Harrington et Daaka 2001; Wright et 
al. 2008), du poumon (Chee et al. 2008), du cerveau (Raidoo et al. 1999; Côté et al. 2012) ainsi 
que du sein (Esseghir et al. 2006; Wright et al. 2008; Molina et al. 2009). En général, l’activation 
des rB1 et rB2 chez les cellules cancéreuses stimule la prolifération, la migration et la relâche 
d’enzymes lyptiques, notamment les MMPs, facteurs de croissance et cytokines de ces cellules 
(Baba et Yamaguchi 2001; Montana et Sontheimer 2011; Côté et al. 2012; Figueroa et al. 2012). 
Toutefois, une diminution de la croissance cellulaire et de la formation de métastases a également 
été observée chez des mélanomes en réponse à la stimulation des rB1 par un agoniste (Dillenburg-
Pilla et al. 2013). Les effets des kinines ne sont donc pas constants dans tous les types de cancers. 
 
6.1 Cancer du cerveau 
 
Une corrélation entre le niveau d’expression de rB2 et l’agressivité (grade) des gliomes a été 
établie par le groupe de Zhao (Zhao et al. 2005). Nos travaux antérieurs ainsi que d’autres ont 
montré que les rB1 sont surexprimés dans les différents grades de gliomes (grades II, III et IV de 
l’OMS) en comparaison aux tissus cérébraux normaux chez l’adulte (Raidoo et al. 1999; Fortier et 
al. 2006; Côté et al. 2012). De récentes données in vitro suggèrent que l’activation des rB1 par un 
agoniste exogène stimule la migration et l’invasion des cellules de gliomes de rat C6 et des 
gliomes humains U251 (Lu et al. 2010). D’autres études in vitro récentes ont montré que la BK 
exogène peut stimuler l’invasion de cellules de gliomes U251 par un mécanisme dépendant des 
rB2 (Montana et Sontheimer 2011; Seifert et Sontheimer 2014). De plus, les effets prolifératifs 
induits par la DBK et la BK chez les cellules de gliomes humains U-138MG et U-251MG sont 
probablement associées à l’activation des voies de signalisation PI3K/Akt et ERK 1/2 (Nicoletti et 
al. 2014). La transposition in vivo de l’ensemble de ces observations chez l’animal reste cependant 
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à démontrer. Dans ce contexte, des études in vivo chez les animaux porteurs de tumeurs cérébrales 
ont montré que l’administration exogène d’agonistes rB1 et rB2 synthétiques n’interfère pas avec 
la progression tumorale et le temps de survie des animaux (Emerich et al. 2001; Côté et al. 2012). 
L’importance des récepteurs des kinines dans la biologie des cancers cérébraux in vivo reste donc à 
démontrer.  
 
6.2 Cancer de la prostate 
 
Il a été démontré que la stimulation des rB1 et rB2 par des agonistes sélectifs stimule la 
prolifération, la migration et l’invasion des cellules PC-3, une lignée tumorale humaine de cancer 
de la prostate androgène-indépendant (Barki-Harrington et Daaka 2001; Barki-Harrington et al. 
2003; Taub et al. 2003). Les effets médiés par l’activation des rB1 chez les cellules PC3 peuvent 
être inhibés par l’antagoniste [Leu8]DBK (Taub et al. 2003). Une étude récente a montré que les 
agonistes rB1 et non ceux des rB2 peuvent stimuler la prolifération et la migration des cellules 
DU-145, une autre lignée humaine de cancer de la prostate androgène-indépendante (Naidu et al. 
2014). On a également révélé une expression élevée des rB1 par immunohistochimie (IHC) dans 
les échantillons de tissus de prostate humains contenant des lésions de néoplasies intraépithéliales 
prostatiques pré-invasives ainsi que dans des biopsies de tumeurs malignes prostatiques humaines 
(Taub et al. 2003). Par ailleurs, certains antagonistes rB1/rB2 (B9870 (CU201) et BKM-570) ont 
montré des activités anticancéreuses in vivo chez les souris Nu/nu athymiques implantées avec des 
cellules PC3 (Stewart et al. 2002a; Stewart et al. 2002b). Sur la base des considérations 
précédentes, on peut donc considérer le rB1 comme une cible pharmacologique de choix pour la 
thérapie ciblée impliquant des antagonistes spécifiques pour ces récepteurs. 
 
6.3 Cancer du sein 
 
Cette section est volontairement plus longue que les autres puisqu’elle traite de la 
problématique de l’étude. Le cancer du sein est le type de cancer le plus diagnostiqué chez les 
femmes en Amérique du Nord et demeure une des causes les plus fréquentes de décès dans le 
monde entier (Jemal et al. 2011). Au Canada, il représente la 2e cause de mortalité en importance 
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et on estime qu’en 2015, 25 000 femmes recevront un diagnostic de cancer du sein. Le cancer du 
sein représente 26 % de tous les cancers diagnostiqués chez les femmes et 14 % de toutes les morts 
reliées au cancer. Il est estimé qu’une femme sur neuf aura le cancer du sein au cours de sa vie et 
qu’une sur trente en mourra. Le cancer du sein ne touche pas seulement les femmes et il est estimé 
qu’en 2015, 220 hommes auront un cancer du sein et de ce nombre 65 en mourront. Le taux de 
survie après 5 ans pour les femmes est de 88 % alors qu’il est de 80 % pour les hommes 
(www.cancer.ca).  
 
L’incidence de cancer du sein a augmenté jusqu’au début des années 90 pour se stabiliser 
puis commencer à redescendre au début des années 2000. Cette augmentation de l’incidence est 
attribuée à l’augmentation du dépistage par mammographie qui a permis de détecter plus 
fréquemment ce type de cancer. Une autre raison de cette augmentation est possiblement 
l’utilisation d’hormones de remplacement chez les femmes en ménopause, car la diminution 
remarquée de cancer du sein au début des années 2000 coïncide avec une baisse soudaine de 
l’utilisation de ces hormones de remplacement. Le taux de mortalité est également en constante 
diminution depuis le milieu des années 80 ce qui est en grande partie dû à l’augmentation du 
dépistage précoce ainsi qu’à l’amélioration des traitements (www.cancer.ca). 
 
Le cancer du sein est classé en 5 stades selon une évaluation de la grosseur et de l’invasion 
des tissus par la tumeur et en 3 grades selon une évaluation histologique des cellules tumorales. 
Les traitements présentement disponibles contre le cancer du sein sont l’hormonothérapie, la 
chimiothérapie, la radiothérapie ainsi que la chirurgie qui sont souvent utilisées en combinaison 
dans le but d’éradiquer complètement la tumeur. 
 
Il existe plusieurs types de cancer du sein dont l’adénocarcinome est le plus courant. Il est 
d’origine glandulaire alors que le sarcome pour sa part est moins fréquent et origine du tissu 
conjonctif. La majorité des cancers du sein proviennent des cellules qui tapissent les canaux des 
glandes aux mamelons et porte alors le nom d’adénocarcinome canalaire. Le cancer peut aussi se 
former dans les cellules des glandes productrices de lait et porte alors le nom d’adénocarcinome 
lobulaire. Les adénocarcinomes canalaires et lobulaires peuvent ensuite être classés selon qu’ils 




Le carcinome canalaire invasif est le plus répandu et représente 65 à 85 % des cas de cancer 
du sein alors que la forme la plus agressive nommée triple-négative en référence au fait qu’elle 
n’exprime pas les récepteurs de l’œstrogène, de la progestérone, ni de HER2 représente pour sa 
part 10 à 20 % des cas diagnostiqués et le taux de survie après cinq ans demeure en dessous de 
30 % (Dent et al. 2007; Lehmann et al. 2011; Boyle 2012). Les cancers du sein de type basal pour 
leur part représentent environ 15 % des cancers du sein diagnostiqués.  
 
6.3.1 Cancer du sein triple-négatif 
 
Le cancer du sein triple-négatif (TNBC) représente environ 15-20% des cancers du sein 
diagnostiqués et est plus susceptible d’affecter les jeunes, les Afro-Américaines, les Hispaniques 
et/ou celles porteuses de la mutation du gène BRCA1. TNBC est la forme de cancer du sein la plus 
agressive et a une forte tendance à développer une récidive locale ou des métastases à distance 
dans d’autres organes principalement les poumons, les os, le foie, le cerveau et les ganglions 
lymphatiques, ce qui est susceptible d’entrainer la mort de la patiente. En fait, les métastases sont 
responsables de 90 % des décès liés aux TNBCs. Les TNBCs forment un groupe très hétérogène 
d’un point de vue immunohistochimique et sont nommés ainsi du fait qu’ils n’expriment pas les 
récepteurs à œstrogènes, à progestérones ni les HER2/neu rendant toute forme d’hormonothérapie 
impossible pour ce type de cancer. Ce sont généralement des carcinomes canalaires mais peuvent 
également être d’autres types de carcinomes plus rares comme médullaire, métaplasique, cystique 
un encore apocrine. Les TNBCs présentent un fort degré de pléomorphisme nucléaire, une absence 
de formation de tubule et un haut taux de mitose.  
 
Les TNBCs sont divisés en 3 sous-types : luminal, mesenchymateux et basal basé sur 
l’expression de marqueurs moléculaires. Ainsi, le type luminal exprime des gènes impliqués dans 
la signalisation des récepteurs androgènes alors que le type mésenchymateux exprime plutôt des 
gènes associés à la transition épithéliale mésenchymale et possède une prolifération plus faible. Le 
type basal pour sa part exprime des gènes reliés à la prolifération et impliqués dans la réponse aux 




En l’absence de cibles moléculaires bien définies, la chimiothérapie cytotoxique (par 
exemple les anthracyclines (ex. doxorubicine), les taxanes (ex. paclitaxel) et les platines (ex. 
carboplatine, cisplatine) est la seule option disponible pour les patients atteints de TNBCs avancés 
ou métastatiques.  
 
Malheureusement, les traitements utilisés en clinique présentement sont inefficaces contre les 
TNBCs notamment de sous-type basal (Palma et al. 2015). Une meilleure compréhension de la 
biologie de ce type de cancer du sein pourrait servir de base à l’élaboration de nouvelles stratégies 
visant à améliorer l’efficacité des traitements.  
 
Les rôles des récepteurs des kinines et plus particulièrement des rB1 dans les cancers du sein, 
commencent seulement à être élucidés. Plusieurs études in vitro réalisées chez différentes lignées 
humaines de cancer du sein ont montré que la stimulation des rB1 avec un agoniste entraine une 
augmentation de la prolifération (Taub et al. 2003; Greco et al. 2004; Greco et al. 2005; Gera et al. 
2008; Ehrenfeld et al. 2009; Molina et al. 2009; Ehrenfeld et al. 2011). L’antagoniste mixte 
rB1/rB2, le B-9870 (CU201), inhibe la prolifération des cellules MDA-MB 231 par un mécanisme 
d’agoniste biaisé (Chan et al. 2002; Morissette et al. 2007). En effet, B-9870 agit comme un 
agoniste biaisé en inhibant l’augmentation du Ca2+ intracellulaire causée par les récepteurs couplés 
à Gαq en plus d’activer les voies Gα12,13, et stimuler l’action de JNK menant ultimement à 
l’apoptose via la caspase-3 (Chan et al. 2002). Des études cliniques ont montré que des patientes 
atteintes de cancer du sein présentaient des niveaux plus élevés de BK et de DBK dans le sang et 
que ces niveaux de DBK diminuaient après résection de la tumeur (Villanueva et al. 2006; Van 
Winden et al. 2009). Le groupe d’Esseghir pour sa part a identifié 2 biomarqueurs potentiellement 
prédictifs d’un bon pronostic soit le rB1 et le TEGT ainsi qu’un autre facteur de mauvais pronostic 
soit le CD98hc (Esseghir et al. 2006). Le groupe d’Ehrenfeld a montré que la stimulation des 
cellules MCF-7 et MDA-MB-231 avec l’agoniste sélectif LDBK induit la sécrétion de MMP-2 et 
MMP-9 et mène à l’activation des MAPK ERK 1/2 via un mécanisme de transactivation du 
récepteur EGFR (Ehrenfeld et al. 2011). Le même groupe a récemment démontré que les cellules 
tumorales de sein MCF-7, ZR-75-1 et T47D (sensibles aux œstrogènes) ainsi que les cellules 
MDA-MB-231 (insensible aux œstrogènes) expriment tous la Kt, KLK1, les kininogènes et les rB1 
(Ehrenfeld et al. 2014). L’ensemble de ces travaux supporte un rôle du SKK dans le cancer du sein.  
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CHAPITRE 2  
Signalisation intracrine et Récepteurs 
couplés aux protéines G nucléaires 
 
1. Théorie de l’action intracrine 
 
C’est en 1984 que le groupe de Re proposa la théorie de l’action intracrine de peptides, 
spécifiquement l’angiotensine II après avoir détecté la présence de sites de liaison dans les noyaux 
isolés d’hépatocytes de rats (Re et Bryan 1984). L’intracrinologie se définit comme un mode de 
signalisation cellulaire impliquant des facteurs ou messagers chimiques qui agissent à l’intérieur 
même de la cellule où ils ont été synthétisés et non à travers des récepteurs situés à la surface de la 
cellule (Figure 6). Ces facteurs intracrines possèdent une grande diversité structurale et incluent 
des hormones (ex. endothéline, insuline, TRH et LHRH), des facteurs de croissance (ex. PDGF, 
FGF et VEGF) et des enzymes (Re et Cook 2006; Re et Cook 2008; Re 2011; Re et Cook 2015). Il 
est à noter que certains facteurs tels que la PTHrP, le FGF ainsi que le PDGF peuvent utiliser à la 
fois un mode d’action intracellulaire et extracellulaire (paracrine/endocrine). Comme nous le 
verrons plus loin, certains facteurs intracrines exercent à la fois des effets intracellulaires et 
cellulaires (par l’entremise de récepteurs de surface) pouvant être biologiquement semblables ou 
différents. Par exemple, il a été démontré dans un modèle de surexpression que la PTHrP sécrétée 
exerce des effets anti-mitogéniques à la membrane cellulaire, alors que sa rétention intracellulaire 
et sa translocation au noyau, provoquent des effets mitogéniques chez la lignée de muscle lisse 
vasculaire A-10 (Massfelder et al. 1997; Watson et al. 2000). Le mécanisme d’action 
intracellulaire de la PTHrP demeure toutefois un mystère. Comme autre exemple, on peut citer 
plus récemment, en 2007, les travaux du groupe de Goetzl qui ont démontré que la S1P pouvait 
avoir des effets opposés sur la prolifération des lymphocytes T suivant l’activation de son 







Figure 6: Différents modes d’action intracrine. 
(I) Un facteur intracrine peut avoir une action à l’intérieur même de la cellule où il a été synthétisé, 
(II) un facteur intracrine peut avoir une action à l’intérieur de la cellule où il a été synthétisé suite à 
sa sécrétion et sa recapture, et (III) un facteur intracrine peut être synthétisé par une cellule, sécrété 




L’intracrinologie repose en partie sur la mise en évidence de sites de liaison pour les facteurs 
intracrines sur plusieurs organites cellulaires tels que la mitochondrie, le RE et le noyau (incluant 
le nucléole et le nucléoplasme) (Re et Cook 2011; Jong et al. 2014). Dans les prochaines sections, 
nous nous attarderons principalement sur le concept de compartimentation et signalisation 
nucléaire des RCPGs.  
 
2. RCPGs nucléaires 
 
Les RCPGs ont longtemps été considérés comme des entités de surface convertissant des 
signaux extracellulaires en évènements biochimiques intracellulaires. Or, depuis quelques années, 
plusieurs équipes de recherche, incluant la nôtre, ont démontré la présence nucléaire de RCPGs 
venant supporter le concept des actions intracrines de différents types de ligands. Le récepteur AT1 
de l’angiotensine fut l’un des premiers RCPGs dont la présence dans la région 
périnucléaire/nucléaire et la fonctionnalité ont été démontrées chez des cellules endothéliales, des 
neurones et des hépatocytes (Booz et al. 1992; Eggena et al. 1993; Lu et al. 1998). La présence de 
composantes de transduction du signal à la membrane nucléaire, dont les protéines G (Gs, Gi/Go), 
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les enzymes effectrices (PLA2, C et D, PKC, PKA, l’adénylate cyclase et la eNOS), les canaux 
ioniques (K+, Na+, Cl-, Ca2+, Zn2+), les pompes et échangeurs ioniques, et autres éléments 
impliqués dans la signalisation (MAPK p42/p44, p38, Akt) et la régulation de la signalisation des 
RCPGs (GRK2 et 5, β-arrestin-1), ou encore dans le métabolisme de ligands (ECA), supporte 
fortement l’existence de RCPGs fonctionnels au noyau (Gobeil et al. 2006a; Boivin et al. 2008; 
Vaniotis et al. 2011; Tadevosyan et al. 2012; Bkaily et al. 2014). 
 
Notre laboratoire ainsi que ceux de nos collaborateurs ont démontré l’existence et la 
fonctionnalité de différents RCPGs (PGE2/EP3; PAFR, LPA1R, rAT1, rB2, ApelinR, GnRHR, et 
trypsine/PAR2) et éléments de signalisation associés au niveau nucléaire (Akt, MAPK p42/p44, 
eNOS, et COX-2) et ce dans plusieurs types cellulaires incluant l’endothélium vasculaire (Gobeil 
et al. 2002; Marrache et al. 2002; Bkaily et al. 2003; Gobeil et al. 2003a; Lee et al. 2004; 
Vazquez-Tello et al. 2004; Gobeil et al. 2006b; Savard et al. 2008; Re et al. 2010; Joyal et al. 
2014). A cet égard nos récents travaux ont révélé un nouveau rôle de certains de ces RCPGs dans 
la régulation de calcium nucléoplasmique inductrice de l’expression de gènes cibles (ex. iNOS) 
(Marrache et al. 2002; Gobeil et al. 2003a; Savard et al. 2008). Le concept selon lequel les RCPGs 
peuvent se retrouver au noyau cellulaire et stimuler plusieurs réponses biologiques, s’appuie sur de 
nombreuse preuves expérimentales, in vitro et in vivo, obtenues au moyen de différentes 
techniques  telles que la microscopie électronique ou à fluorescence de cellules et tissus normaux 
et pathologiques,  l’autoradiographie des récepteurs avec des radioligands spécifiques injectés par 
voie systémique chez l'animal ainsi que par des tests fonctionnels (e.g., mobilisation de calcium 
nucléoplasmique, expression génique, production de seconds messagers) pour la plupart réalisés 
sur des noyaux intacts isolés de cellules et tissus (voir revue par Gobeil et al., 2006a). 
 
De nombreux autres exemples de RCPGs nucléaires provenant de toutes les familles ont été 
rapportés dans la littérature. Pour de plus amples renseignements sur l’émergence de ce nouveau 
paradigme en matière de compartimentation nucléaire des RCPGs et son impact sur les fonctions 
de ces derniers, le lecteur peut se référer à plusieurs revues de littérature pertinente (Gobeil et al. 





La stimulation des récepteurs nucléaires entraine une grande variété de réponses telles que 
des changements dans le taux de Ca2+ nucléoplasmique, l’activité des protéines kinases (Akt, 
MAPK p42/p44 et MAPK p38) ainsi que la régulation de la transcription subséquente de gènes 
comme cfos, eNOS, COX-2 et iNOS (Gobeil et al. 2006a). 
 
Les RCPGs nucléaires peuvent avoir des fonctions distinctes de leurs homologues localisés à 
la membrane cellulaire (Re 2002). Pour le récepteur EP3 de la PGE2 et le récepteur du PAF, nous 
avons déterminé que les récepteurs nucléaires et membranaires ont une pharmacologie semblable 
mais que leur couplage aux protéines G diffère (Gobeil et al. 2002; Marrache et al. 2002). À cet 
égard, nous avons montré que la stimulation des récepteurs EP3 par un agoniste sélectif qui 
traverse la membrane plasmique via un transporteur spécifique, conduit à une augmentation de 
l’expression du gène eNOS dans les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales, augmentant 
ainsi la réponse vasodilatatrice NO-dépendante de la substance P in situ au niveau des 
microvaisseaux cérébraux de porcelet (évaluée par la technique de vidéo-imagerie) alors que la 
stimulation des récepteurs EP3 de surface est liée à des réponses contractiles aiguës (Gobeil et al. 
2002; Gobeil et al. 2003b). Ceci constitue une première démonstration de la pertinence 
physiologique de RCPGs nucléaires, au-delà des modèles in cellulo, dans le contrôle de 
l’expression génique pouvant moduler un processus physiologique, soit la régulation du débit 
sanguin cérébral dans ce cas-ci. Les groupes de Robben et Joyal ont également démontré des 
fonctions distinctes pour d’autres RCPGs nucléaires in vivo dans des modèles murins. En effet, le 
groupe de Robben a montré qu’il était possible d’activer des formes mutantes du récepteur de 
type 2 de la vasopressine (V2R) retenues dans la zone périnucléaire avec des agonistes perméants 
et que l’activation de ces récepteurs intracellulaires n’entrainait pas la dégradation de ces derniers 
contrairement aux récepteurs membranaires. Ils ont également démontré que l’activation des V2R 
intracellulaires ne changeait pas leur localisation subcellulaire (Robben et al. 2009). Le groupe de 
Joyal pour sa part, a démontré que l’activation du récepteur de type 1 du facteur II de coagulation 
(F2RL1, aussi connu sous le nom de Par2), un récepteur retrouvé dans les cellules rétinales de 
ganglions et jouant un rôle important dans l’angiogenèse durant le développement rétinien, 
entraine l’expression de différents gènes selon sa localisation subcellulaire. L’activation de F2RL1 
à la membrane mène à l’expression d’Angiopoiétine-1 (Ang1) impliqué dans la maturation des 
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vaisseaux alors que l’activation de F2RL1 nucléaire mène plutôt à l’expression de Vegfa impliqué 
dans la néovascularisation (Joyal et al. 2014). 
 
Les récepteurs mGluR5 membranaires et nucléaires activent tous deux la relâche de Ca2+ 
intracellulaire mais selon une cinétique différente. En effet, l’activation des récepteurs de surface 
amène une réponse calcique rapide et de courte durée se traduisant par l’activation de JNK, CaMK 
et CREB, alors que l’activation des récepteurs nucléaires produit une réponse calcique de plus 
longue durée amenant l’activation de la voie de ERK1/2 ainsi que la phosphorylation de Elk-1 
(Jong et al. 2009). 
 
Par ailleurs, on a noté que la distribution subcellulaire de certains RCPGs peut varier en 
contexte pathologique. En effet, plusieurs groupes de recherche indépendants ont démontré une 
surexpression et localisation nucléaire de RCPGs dans de nombreux cancers dont, entre autres, les 
cancers de l’utérus, de la prostate et du sein (Spano et al. 2004; Lo et al. 2005; Wang et al. 2005; 
Gobeil et al. 2006a; Lee et al. 2007; Speetjens et al. 2009; Davies et al. 2010; Davies et al. 2011; 
Valdehita et al. 2010). Dans certains cas, la présence nucléaire des RCPGs corrèle de manière 
significative avec un mauvais pronostic pour les patients (ex. CXCR4 et CysLT1) (Shibuta et al. 
2002; Nielsen et al. 2005; Valdehita et al. 2010; Don-Salu-Hewage et al. 2013).  
 
En ce qui concerne le SKK, plusieurs groupes ont démontré la présence de composantes de 
ce système au niveau intracellulaire chez divers types de cellules de mammifères en plus de ceux 
retrouvés dans les systèmes d’expression hétérologues (ex. HEK-293) (Lee et al. 2004; Takano et 
al. 2014). Il existerait donc une expression constitutive des rB2 dans les noyaux de neurones de 
cerveau (Chen et al. 2000) et des hépatocytes de rats (Savard et al. 2008). Fait intéressant, on a 
noté une augmentation de l’expression nucléaire des rB1 et rB2 dans les neurones chez un modèle 
expérimental d’épilepsie (Chen et al. 2000). Les causes et les conséquences physiopathologiques 
de ce phénomène demeurent obscures. On a observé la présence de Kt ainsi que des rB1 et rB2 
dans la région périnucléaire de cellules endothéliales microvasculaires humaines (Wright et al. 
2008). Une autre étude a révélé la présence nucléaire de la Kt et de la Kp ainsi que des rB1 et rB2 
chez les cellules de cancer du poumon et de mésothéliome pleural (Chee et al. 2007; Chee et al. 
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2008). Notre groupe a aussi démontré la présence de rB1 nucléaires chez les gliomes de rat F98 et 
dans des spécimens de gliomes humains malins (Fortier 2007; Côté et al. 2012).  
 
Enfin, en lien avec cette thèse, dont l’objectif est d’approfondir le lien entre les récepteurs 
des kinines et les TNBCs, les résultats de nos travaux préliminaires, réalisés essentiellement avec 
la lignée TNBC MDA-MB-231, nous portent à croire que les récepteurs nucléaires des kinines 
jouent un rôle potentiellement important dans la régulation de la prolifération et de la survie de ce 
type de cancer (Fortier 2007). En effet, les travaux antérieurs du laboratoire ont permis de 
démontrer l’expression et la localisation nucléaire des rB2 dans les cellules MDA-MB-231. De 
plus, certains antagonistes rB2 ont montré de puissants effets antiprolifératifs possiblement 
attribuables à leur capacité de pénétrer les cellules et d’interagir avec les rB2 nucléaires (Fortier 
2007). 
 
2.1 Origines des RCPGs nucléaires 
 
La façon dont les RCPGs se retrouvent au noyau n’est toujours pas complètement élucidée. 
Une explication plausible implique une translocation des RCPGs au noyau suite à leur activation 
par liaison de ligands tel que rapporté pour les AT1-R, VPAC1 et S1P1 (Lu et al. 1998; Chen et al. 
2004; Thomas et al. 2006; Estrada et al. 2009; Valdehita et al. 2010). Toutefois, plusieurs RCPGs 
ont montré une localisation nucléaire constitutive pouvant survenir apparemment sans liaison au 
préalable de ligands (ex. récepteurs de LPA, de l’apeline, de l’angiotensine, de l’ocytocine, de la 
BK et de la S1P) (Gobeil et al. 2003a; Lee et al. 2004; Kinsey et al. 2007; Savard et al. 2008; 
Padmanabhan et al. 2009). 
 
La présence d’un segment SLN monopartite classique (motif K-K/R-X-K/R) dans la portion 
C-terminale de certains RCPGs (AT1, apeline, rB2, PTH1R), laquelle médirait leur transfert au 
noyau via des importines, a été proposée pour expliquer leur présence dans cet organite (Lee et al. 
2004; Pickard et al. 2006; Morinelli et al. 2007). Toutefois, plusieurs RCPGs retrouvés au noyau 
n’ont pas de SLN typique. Les modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation 
pourraient également entrainer une localisation nucléaire des RCPGs. En effet, certaines 
glycoprotéines peuvent être importées du cytosol au noyau par un mécanisme requérant la N-
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glycosylation (Gobeil et al. 2006a). Le processus de N-glycosylation débute dans le RE pour 
s’achever dans l’appareil de Golgi. Outre la glycosylation, la voie des cavéoles pourrait également 
participer à la localisation nucléaire de certains RCPGs situés à la membrane plasmique puisque, 
par exemple, LPA1-R colocalise avec la cavéole dans des extraits nucléaires (Gobeil et al. 2003a; 
Zhu et al. 2006). Dans le cas des récepteurs CCR2 de la chimiokine CCL2, l’internalisation du 
complexe ligand-récepteur est suivie par une interaction avec Trn1 qui entraine une localisation du 
récepteur à la périphérie de l’enveloppe nucléaire (Favre et al. 2008). La Figure 7 résume les voies 
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3. Stratégies de couplage des ligands peptidiques pour traverser les membranes 
cellulaires  
 
Mise à part quelques exceptions (p. ex. dynorphine, substance P, urotensine), la plupart des 
ligands peptidiques pour les RCPGs, incluant les kinines et leurs dérivés, ne peuvent traverser 
complètement la membrane plasmique par diffusion passive due à leur nature hydrophilique 
(Savard et al. 2008; Doan et al. 2012). 
  
Il existe plusieurs stratégies pour permettre à des peptides et autres agents hydrophiles de 
pénétrer à l’intérieur de cellules. En effet, la conjugaison d’un peptide à un vecteur peptidique, 
lipidique, glycosidique ou encore à une séquence riche en acides aminés hydrophobiques sont des 
méthodes efficaces pour permettre à des peptides de traverser la membrane cellulaire (Stephens et 
Pepperkok 2001; Gras-Masse 2003; Bolhassani 2011; Cascales et al. 2011; Madani et al. 2011; 
Bechara et Sagan 2013).  
 
3.1 Vecteurs peptidiques (ou peptides pénétrants (PP) les cellules) 
 
La membrane cellulaire constitue une barrière efficace pour les molécules hydrophiles. En 
1988 il fut découvert qu’une protéine polycationique naturelle nommée trans-acting activator of 
transcription (Tat) du virus d’immunodéficience humaine (VIH) pouvait passer efficacement la 
membrane de cellules de mammifères. Suivant cette découverte, d’autres peptides polycationiques 
d’origine naturelle (VP22, penetratine (AntP)) ou synthétique (ex. transportan) ont également été 
identifiés comme vecteurs de transfert, pour différentes classes de molécules biologiquement 
actives (p. ex., autres peptides, protéines, médicaments, nanoparticules, oligonucléotide antisens, 
etc.), à travers la membrane cellulaire (Ziegler et al. 2005; Mae 2009). Les molécules cargos 
peuvent être liées de manière covalente ou non aux PPs (Bechara et Sagan 2013).  
 
Il existe plus d’une centaine de PPs. Ces derniers sont principalement regroupés en trois 
catégories: les PP cationiques, les PP amphiphatiques et les PP hydrophobiques (Milletti 2011). 
Les peptides cationiques (ex. VIH-Tat(47-57) et penetratine) sont constitués d’une courte séquence 
d’acides aminés principalement composée d’arginines, de lysines et d’histidines. Ce sont ces trois 
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acides aminés qui sont majoritairement responsables de l’interaction du peptide avec le motif 
anionique de la membrane plasmique. Les peptides amphiphatiques (ex. Pep-1, pVEC et ARF) 
pour leur part possèdent une partie lipophile et une autre hydrophile qui sont responsables de la 
translocation à travers la membrane plasmique. Enfin, les PP hydrophobiques (ex. Pepducins) 
contiennent des résidus apolaires avec une faible charge nette totale ou encore un motif 
hydrophobique essentiel (Schroeder 2010; Milletti 2011; Bechara et Sagan 2013). 
  
La façon dont les PP traversent la membrane n’est pas encore entièrement connue mais on 
sait toutefois que vu leur charge élevée à pH physiologique, la diffusion passive est exclue. Les 
mécanismes classiques d’internalisation utilisant les récepteurs ou les transporteurs ne semblent 
pas non plus impliqués. L’endocytose via la macropinocytose, les cavéoles, les puits de clathrines 
ou les radeaux lipidiques, demeure une possibilité (Thoren et al. 2003; Deshayes et al. 2005; Jones 
et al. 2005). Certains PP cationiques sont capables d’atteindre le cytoplasme de plusieurs façons 
incluant des pores, des micelles inversées, la diffusion passive à travers la bicouche lipidique et 
l’endocytose (Drin et al. 2003; Alves et al. 2009; Madani et al. 2011).  
 
L’avantage des PP comparativement aux liposomes ou encore aux polymères est l’absence 
de toxicité (Gupta et al. 2005). De plus, certains PPs tels que le Tat ne provoque pas non plus de 
réaction immunitaire (Schroeder 2010). Plusieurs études ont démontré l’efficacité de Tat à faire 
pénétrer dans les cellules des molécules cargo de petites et grandes tailles moléculaires, et ce, 
autant in vitro qu’in vivo. De plus, Tat est très peu toxique et cause peu de perturbation à la 
membrane plasmique, et ce même à des concentrations élevées (jusqu’à 100 µM). Tat n’affecte pas 
non plus la prolifération ou la différenciation cellulaire et n’interfère pas avec l’activité biologique 
des molécules auxquelles il est lié, ce qui en fait un vecteur de choix pour livrer des molécules 
notamment vers le noyau (Brooks et al. 2005; Gupta et al. 2005). Cependant, son manque de 
spécificité vis-à-vis d’un tissu ou d’un type cellulaire doit être pris en compte lors de son 







3.2 Vecteurs lipidiques 
 
Quoique les vecteurs peptidiques tels que Tat soient les plus populaires, les vecteurs 
lipidiques représentent aussi une avenue intéressante pour faciliter l’incorporation intracellulaire de 
divers agents incluant des peptides (Gras-Masse 2003; Neugebauer et al. 2005). En effet, plusieurs 
études ont démontré la capacité des lipopeptides à échapper aux endosomes et à la dégradation 
lysosomale et ainsi produire divers effets intracellulaires, dont l’inhibition de kinases/protéases et 
de différentes voies de signalisation activées par des cytokines (Gras-Masse 2003). Nos travaux 
antérieurs ont démontré que la liaison covalente de peptides dérivés des kinines à une chaîne 
carbonée aliphatique de longueur variable ou à un stéroïde (p. ex., cholestérol, acide cholique) pour 
ainsi former un lipopeptide permet une incorporation intracellulaire dudit peptide, possiblement 
par un mécanisme de diffusion passive (Neugebauer  et al. 2005; Neugebauer et al.  2008). Les 
principaux avantages des lipopeptides sont une grande efficacité, peu de restrictions au niveau de 
la grosseur et du type de molécules cargos et plusieurs applications in vivo sont possibles. Par 
contre, au niveau des désavantages, le plus important est qu’ils peuvent interférer avec le 
métabolisme des lipides d’où une toxicité potentielle et la non-spécificité du système pour un 





Hypothèse et objectifs 
Tel que décrit précédemment, la notion des fonctions intracrines des RCPGs intracellulaires 
(essentiellement nucléaires) émerge progressivement. À cet effet, plusieurs groupes de recherche, 
incluant le nôtre, ont mis en évidence un nouveau rôle des RCPGs nucléaires dans la régulation de 
la transcription de gènes au niveau de plusieurs types cellulaires (voir revues par Gobeil et al. 
2003a; Gobeil et al. 2006a; Boivin et al. 2008; Vaniotis et al. 2011). Cette perspective ouvre la 
voie au développement de médicaments présentant une meilleure spécificité dans leur action. Par 
ailleurs, les kinines peuvent jouer un rôle important dans la croissance, la survie, l’invasion et 
l’angiogenèse tumorale de plusieurs types de cancers. Plusieurs composantes du SKK (KHPM, 
KFPM, Kt, Kp, rB1 et rB2) sont surexprimées dans les cancers (voir revues par Figueroa et al. 
2012; Whalley et al. 2012; da Costa et al. 2014). Les études immunohistochimiques ont révélé une 
localisation intracellulaire/nucléaire prédominante des rB1 et rB2 dans plusieurs types de cancers 
(Côté et al. 2012). L’ensemble de ces données concorde avec la notion que les kinines puissent 
agir de manière intracrine pour réguler l’expression de gènes associés à la tumorigenèse et la 
progression tumorale et que le blocage de leurs récepteurs intracellulaires/nucléaires, par le 
développement d’antagonistes perméants, pourrait donc constituer une stratégie anticancéreuse 
potentiellement efficace. Ceci constitue le point central de notre hypothèse. Il est à noter que cette 













À partir de cette hypothèse, nous nous sommes donné les 4 objectifs spécifiques suivants: 
 
OBJECTIF 1 : Déterminer l’expression et la distribution subcellulaire des récepteurs des kinines 
chez des lignées tumorales de cancer du sein (dont une lignée de cancer du sein triple-négative) 
ainsi que dans des biopsies mammaires malignes humaines;  
 
OBJECTIF 2 : Développer et caractériser de nouveaux antagonistes perméants pour l’étude des 
fonctions des récepteurs des kinines intracellulaires/nucléaires; 
 
OBJECTIF 3 : Déterminer in vitro les effets des antagonistes perméants et non perméants sur la 
prolifération et l’induction de l’apoptose des cellules MDA-MB-231;  
 
OBJECTIF 4 : Déterminer in vitro l’impact de l’inactivation du gène du rB2 des kinines 
(knockdown) sur la prolifération et la viabilité des cellules MDA-MB-231.  
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CHAPITRE 4  
Matériel et méthodes 
Culture cellulaire 
 
Les lignées cellulaires mammaires humaines MCF-10A, MCF-7, ZR-75-1, T47D et MDA-
MB-231 ainsi que la lignée épithéliale de singe COS-1 ont été achetées de l’American Type 
Culture Collection et maintenues dans le DMEM (MCF-7, MDA-MB-231 et COS-1), le RPMI 
(T47D), ou le DMEM F12 (ZR-75-1) comprenant 10 % de sérum fœtal bovin inactivé, 2mM de L-
glutamine, 100U/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine. Les MCF-10A (gracieuseté du 
Dr. A. Giordano, États-Unis) ont été maintenues dans le MEBM supplémenté de 5 % de sérum de 
cheval, 0,5 µg/ml d’hydrocortisone, 10 µg/ml d’insuline, 2ng/ml de EGF ainsi que 0,1 µg/ml 
d’enterotoxines de choléra. La culture primaire de cellules endothéliales de microvaisseaux 
cérébraux de porcelet (gracieuseté du Dr. S. Chemtob, Canada) a été cultivée dans le milieu 
DMEM tel que décrit (Gobeil et al. 2002; Gobeil et al. 2003a; Gobeil et al. 2003b). Les cellules 
ont été récoltées avec de la trypsine/EDTA 0,05 % pour permettre les passages ou les récoltes 
cellulaires. 
 
Réactifs et anticorps 
 
Les anticorps, contre la caspase-3 clivée et Akt ont été achetés de Cell Signaling Technology 
(Danvers, États-Unis). Les anticorps, pour la clathrine, la lamine A/C, la pompe Na+/K+ ATPase, 
Bcl-2, p27 et la cycline A ont tous été achetés chez Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, États-Unis). 
Les anticorps, contre Bad ont été obtenus de BD Bioscience (Mississauga, Canada), alors que celui 
contre XIAP provenait de Stressgen (Victoria, Canada). L’anti-calnexine a été achetée chez Abcam 
(Toronto, Canada) et l’anti β-actine chez Sigma-Aldrich (Oakville, Canada). Les anticorps contre 
ERK1/2 ont été obtenus de Promega (Madison, États-Unis), alors que ceux contre p38 et phospho-
p38 (Thr180/Tyr182) ont été achetés chez EMD Millipore (Etobicoke, Canada). Les isotypes 
contrôles de lapin et de souris ont été obtenus de Dako (Burlington, Canada) et Biolegend (San 
Diego, États-Unis) respectivement. Les anticorps primaires utilisés au cours de ce projet sont : 
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l’anticorps polyclonal de lapin anti-rB1 humain LS-A799 (épitope contre la partie C-terminale), 
rB2 LS-A797 (épitope contre la partie C-terminale) (LifeSpan Biosciences Inc, Seattle, États-Unis) 
et RC72 (épitope contre la partie C-terminale) (gracieuseté du Dr. R. Couture, Canada). 
L’antisérum de lapin anti-rB1 (AS434; épitopes contre des domaines extracellulaires et 
intracellulaires) (Blaukat et al. 1999; Bélanger et al. 2009; Côté et al. 2012) ainsi que celui du 
KHPM (HKH4, sous-type IgG2aκ dirigé contre le domaine D1 de la chaine lourde humaine) ont 
gracieusement été fournis par le Dr. W. Muller-Esterl (Allemagne) (Hock et al. 1990). Les 
antisérums, contre la Kt et BK, ont gracieusement été fournis par les Drs. F. Alhenc-Gelas et N. 
Bouby (France) (Reis et al. 1985). Les anticorps secondaires anti-souris et anti-lapin conjugués à la 
HRP ont été achetés chez Sigma-Aldrich et AbD-Serotec (Raleigh, États-Unis) respectivement. 
L’anticorps anti-souris conjugué à l’Alexa-488 ainsi que le Hoechst 33342 ont été obtenus de 
Molecular Probe (Life Technology, Canada) alors que l’ALEXA-568 anti-chèvre provient de Santa 
Cruz. Finalement, les agents de chimiothérapie utilisés, lors de ce projet, ont été obtenus de la 
pharmacie du CHUS en ce qui concerne la doxorubicine, la carboplatine ainsi que le témozolomide 
et de Sigma-Aldrich, pour le paclitaxel et la carmustine. 
 
Synthèse peptidique en phase solide 
 
Tous les peptides ont été assemblés sur support solide à l’aide d’un synthétiseur de peptides 
Pioneer utilisant la stratégie Fmoc (9-fluorenylmethyoxy-carbonyl) (Côté et al. 2009). Les peptides 
ont ensuite été purifiés par RH-HPLC analytique et avaient une pureté >95 % avec le spectre de 
masse attendu. Dans le cadre d’un projet visant à développer de nouveaux peptides pénétrants, 
plusieurs peptides perméants basés sur les kinines ont été synthétisés par la liaison de la séquence 
de Tat (NH2-48GRKKRRQRRR58-COOH) en configuration D pour conférer une stabilité 
protéolytique) soit à la partie N-terminale de la séquence déacétylée de l’antagoniste R954 (rB1), 
Hoe 140 (rB2) ou encore de l’agoniste BK et comprenant trois résidus glycyl comme espaceur 
(pour éviter l’encombrement stérique) (Neugebauer et al. 2002; Gobeil et al. 2014). Une autre 
approche également adoptée dans la synthèse des antagonistes fut la conjugaison d’une partie 
lipidique lauryl acyl et d’acide cholique à la partie N-terminale de la forme déacétylée de 
l’antagoniste R715 (rB1) (Gobeil et al. 1996a) et du Hoe 140 (rB2), respectivement, tous deux liés 
à la résine (Neugebauer et al.  2005; Neugebauer et al. 2008). Ces peptides ont été conservés à        
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-20oC sous forme de poudre et une solution mère de 10mM a également été préparée avec de l’eau 
Nanopure et conservée à -20oC, pour chacun des composés. Finalement, l’antagoniste rB1 non 
peptidique SSR240612 provient de Sanofi-Aventis R&D (France) et a été lui aussi préparé avec de 
l’eau Nanopure. 
 
Essais de liaison de compétition 
 
Les essais de compétition avec radioligands ont été réalisés avec des cellules HEK 293T 
(ATCC) transfectées transitoirement avec le rB1 ou rB2 humain selon le protocole décrit dans 
(Côté et al. 2009). L’affinité de liaison des composés est exprimée en valeur IC50  soit la valeur en 
concentration molaire d’agoniste non marqué nécessaire pour déplacer 50 % de la liaison 
spécifique. 
 
Essais fonctionnels avec vaisseaux sanguins humains isolés 
 
L’activité des antagonistes peptidiques et autres composés sur les rB1 et rB2 exprimés de 
façon endogène dans des veines de cordon ombilical dénudées d’endothélium (VOH) a été 
déterminée tel que décrit par (Gobeil et al. 1996b; Bélanger et al. 2009). Notre groupe a en effet 
démontré par le passé que la VOH exprime les deux types des récepteurs des kinines (rB1 et rB2) 
et représente donc un bon modèle ex vivo pour déterminer l’activité des antagonistes des kinines 
(Gobeil et al. 1996b). L’affinité apparente des antagonistes est exprimée en termes de valeur 
IC50, c’est-à-dire la concentration molaire d’un antagoniste qui réduit une réponse spécifique sous-
maximale de DBK de 50 % de sa valeur originale, la réponse mesurée étant la contraction des 
vaisseaux. L’utilisation de veines de cordon ombilical a été approuvée par le comité d’éthique 
local et le consentement maternel a été obtenu à chaque fois. 
 
Détermination du logD7.4 
 
La détermination du coefficient de distribution (logD) des composés entre l’octanol et 0,1 M 
de tampon de sodium de phosphate, pH 7,4 (PBS), a été réalisée par la méthode classique de 
mélange en ballon. Ce paramètre a été déterminé comme approprié pour prédire la perméabilité 
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membranaire passive à des composés spécifiques. Les composés ayant un log D entre 0 et 3 sont 
considérés comme étant hautement perméables. En résumé, des volumes égaux d’octanol et de 
PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH7, 4) ont été mélangés puis 
laissés reposer jusqu’à équilibration pendant 24 h. Les phases ont ensuite été séparées et 
entreposées à 4oC. Pour les tests, une solution de 200 µM du composé à tester a été mélangée au 
système biphasique, vortexée puis agitée pendant 2 h à température pièce. Le mélange a ensuite été 
centrifugé pendant 5-10min à 1000Xg, puis des aliquots de chaque phase ont été récoltés et 
analysés par RP-HPLC (système HPLC Agilent 1100). L’aire sous la courbe du pic correspondant 
au composé a été intégrée pour chaque phase et le Log D calculé de la façon suivante: Log 
D7,4=log10 (aire sous la courbe de la phase de l’octanol/aire sous la courbe de la phase du PBS). 
 
Essais de perméabilité cellulaire 
 
La perméabilité des cellules MDA-MB-231 aux antagonistes rB1 et rB2 a été évaluée par 
LC-MS/MS. Les cellules à 80 % de confluence dans du DMEM sans sérum ont été traitées avec 
une concentration non toxique (2,5µM) d’antagoniste à 37oC, selon les temps indiqués et variant 
de 24 à 72 h. À la fin du traitement avec l’antagoniste, un lavage acide a été fait sur les cellules 
pour faciliter la relâche de ligand lié à la surface de la membrane. Le contenu cellulaire a été 
récolté par lyse hypotonique à l’aide d’un mélange 40:60 de Tris-HCl 15mM, pH 7,4 : Méthanol. 
Les lysats cellulaires ont ensuite été soniqués et une précipitation de protéine faite suivant une 
addition d’acide formique de 0,1 % v/v. Les protéines précipitées ont été retirées par centrifugation 
et les surnageants concentrés par évaporateur SpeedVac. Les échantillons ont par la suite été 
quantifiés par LC-MS/MS sur un spectromètre de masse quadrupole triple (Agilent G6410B). Une 
courbe de calibration faite de neuf concentrations des composés de référence dissous dans des 
solvants de phase mobile de HPLC appropriés a été utilisée pour estimer la concentration 
intracellulaire de chaque échantillon, la limite de quantification étant de 75 fmol.  
 
Microscopie confocale  
 
Les MDA-MB-231 ont été ensemencées sur des coverslips ronds à une densité de 70 % puis 
fixées à la paraformaldéhyde (2 %) et traitées à la saponine (0,1 %) dans du PBS (pH 7,4) pour être 
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perméabilisées. Avant d’être exposés aux anticorps primaires (anti-BK, anti-Kt et anti-KHPM) 
dans le PBS à 4oC pendant la nuit ou 1-2 h à température pièce, les sites non spécifiques ont été 
bloqués (BSA 5 %). Après les traitements, les cellules ont été lavées 3 fois avec du PBS et 
exposées aux anticorps secondaires (ALEXA-568 anti-chèvre ou ALEXA-488 anti-lapin pendant 
1 h). Après un lavage final, les noyaux ont été marqués avec la sonde fluorescente DAPI (100nM) 
lorsqu’indiqué puis mise dans du milieu Vectashield et la présence ainsi que la localisation du 
marqueur fluorescent ont été analysées avec un microscope confocal (FV1000, Olympus, Japon) 
couplé à un microscope inversé avec un objectif de 63X avec huile à immersion (Olympus). Les 
expériences ont été réalisées avec des anticorps anti-kallicréine (gracieusement fournis par les Drs. 
Alhenc-Gelas et Bouby, France) et anti-kininogène (gracieusement fourni par le Dr. Müller-Esterl, 
Allemagne).  
 
RT-PCR quantitatif en temps réel 
 
L’ARN total des lignées cellulaires de sein a été isolé à l’aide du kit d’isolation d’ARN 
Qiagen RNeasy mini, selon les instructions du fabricant. La transcription inverse a ensuite été 
réalisée à 42oC, pendant 50 min, en utilisant la transcriptase inverse SuperScriptII et les amorces 
aléatoires d’Invitrogen, puis le PCR quantitatif a été fait sur un M3000p de Stratagene (Agilent 
technologies, Canada) avec le SYBR Green (Quanta Biosciences, États-Unis), pour 40 cycles à 
95oC pendant 15sec suivi de 60oC, pendant 30sec. Les amorces utilisées, pour cette technique sont: 
pour rB1 (NM_000710.3) 5’-TAAACGATTCTCCCACCTCAGCCT-3’ (sens) et 5’-
GCATTGTCACAGGCCGTAGCATTT-3’ (anti-sens) qui donnent un amplicon de 141pb, pour 
rB2 (NM_000623.3) 5’-AGTACCAGGGAGCGACTGAA-3’ (sens) et 5’-
GTGACATTGAGCATGTCGGC-3’ (anti-sens) qui donnent un amplicon de 176pb, alors que pour 
β-actine (NM_001101.3) les amorces étaient 5’-GTTGCTATCCAGGCTGTGCTA-3’ (sens) et 5’-
GCGGATGTCCACGTCACACTT-3’ (anti-sens) qui donnent un amplicon de 471 pb. La méthode 
de comparaison des Ct a été utilisée pour quantifier les transcrits qui étaient normalisés selon 
l’expression de la β-actine. Des réactions contrôles en absence de transcriptase inverse ont 







L’extraction de protéines totales et la détermination de la concentration ont été faites tel que 
décrit par (Gobeil et al. 2006b; Savard et al. 2008). La préparation d’extraits de membranes et de 
noyaux a aussi été réalisée, selon un protocole décrit précédemment par ces mêmes groupes. En 
résumé, les quantités appropriées de lysat cellulaire, fraction membranaire ou nucléaire ont été 
dénaturées, migrées sur gel SDS-PAGE puis transférées sur membrane de PVDF. Les membranes 
ont ensuite été bloquées avec une solution de lait 5 % et marquées, dans un premier temps, avec un 
anticorps primaire pendant 18 h à 4oC, puis avec un anticorps secondaire chèvre anti-lapin 
(1:10000) ou anti-souris (1:20000) couplé à HRP pendant 60 min à température pièce. Finalement, 
un kit de détection, par chemiluminescence, a été utilisé (selon les instructions du manufacturier 
(Perkin-Elmer, États-Unis), pour révéler les protéines à l’aide de films Kodak X-Omat. 
L’expression cellulaire et le taux de phosphorylation des protéines ont été déterminés selon un 
protocole décrit par (Gobeil et al. 2002; Gobeil et al. 2006b; Savard et al. 2008). Les extraits 
protéiques HMEC utilisés comme contrôle ont été achetés de ScienCell (Carlsbad, CA, É.-U.). 
 
Microscopie électronique et immunohistochimie d’échantillons de tissus humains 
 
  Des spécimens de tissus humains de cancer du sein triple-négatif et de tissus normaux 
adjacents ont été obtenus de deux patientes lors de la résection de leur tumeur primaire à l’hôpital 
Hôtel-Dieu de Sherbrooke (Canada). L’utilisation de ces échantillons a été approuvée par le comité 
institutionnel. L’immunomarquage avec nanoparticules d’or a été réalisé sur des sections Epon 
ultra minces (50 nm) montées sur des grilles de nickel tel que décrit précédemment par (Savard et 
al. 2008). Les sections ont ensuite été incubées avec l’antisérum rB1 AS-434 (1 h 25) lapin anti-rat 
(réaction croisée avec l’humain) suivi d’une incubation avec un IgG (1 h 20) conjugué à un 
anticorps de chèvre anti-lapin couplé à des nanoparticules d’or (10 nm) (Sigma-chemical Co.). Les 
sections ont été contrastées et visualisées tel que décrit précédemment par (Savard et al. 2008). 
Des contrôles négatifs ont également été faits en omettant les anticorps primaires et en les 
remplaçant par du sérum préimmun ou un isotype contrôle IgG. L’aire nucléaire et cytoplasmique 
a par la suite été analysée avec le programme Image J (National Institute of Health, JAVA 
1.60_02) (Lessard et al. 2009). Une moyenne de 10 à 15 cellules couvrant une surface d’un 
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minimum de 200µm2 par échantillon a été analysée générant environ 50 images d’une 
magnification allant de 40 000 x à 60 000 x. Les paramètres utilisés pour les comparaisons 
statistiques étaient: 1) le nombre de particules d’or dans le noyau/l’aire totale du noyau et 2) le 
nombre de particules d’or dans le cytoplasme/aire total du cytoplasme. 
 
Essai de clonogénicité 
 
Les cellules (400/puits) ont été ensemencées dans des plaques à 6 puits avec 2 ml de milieu et 
incubées pendant deux semaines à 37oC avec soit un antagoniste rB1, rB2 ou un agoniste rB1 ou 
rB2 à des concentrations variant de 1 à 100 µM. Après traitement, le milieu a été retiré et les 
colonies colorées et fixées avec 0,5 % de bleu de méthylène dans 50 % de méthanol puis rincées et 
séchées. Le décompte des colonies a été réalisé avec le programme Image Pro plus 5.1.  Dans 
certaines expériences, les cellules ont été pré-traitées avec le HOE-140 ou le R-954 (10 µM) (pour 
bloquer, respectivement, les rB2 et rB1 de la membrane cellulaire) pendant 15 min, puis incubées 
avec les autres composés à l’étude. 
 
Croissance en milieu semi-solide 
 
Les cellules (6000 cellules/puits) ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits et 
incubées pendant une semaine à 37oC, en présence de l’antagoniste voulu. À la fin du traitement, 
environ 3 000 cellules viables (évalué par bleu de trypan) comptées avec un hémocytomètre ont été 
mélangées avec de l’agar mou (0,38%) (environ 42oC) contenant du milieu de croissance et 
versées dans une plaque à 6 puits. Finalement, les colonies ont été comptées (sans coloration au 
préalable) en utilisant un microscope inversé et analysées après 3 semaines d’incubation à 37oC 
avec du milieu RPMI (contenant la concentration voulue d’antagoniste) à la surface de l’agar et 
changé régulièrement (2 fois/semaine) pour empêcher l’agar de sécher. Neuf champs aléatoires ont 
été analysés avec un microscope optique pour la comptabilisation des colonies dans toute 
l’épaisseur du milieu agar. Les effets anti-prolifératifs des antagonistes sur les cellules MB-MDA-
231 mises dans ces conditions expérimentales ont ensuite été quantifiés puis comparés aux cellules 




Détection de l’apoptose 
 
L’apoptose cellulaire a été déterminée par cytométrie de flux à l’aide du kit de marquage à 
l’annexin V-Fluos/iodure de propidium (Roche, Canada) selon les instructions du manufacturier 
ainsi que décrit par (Bovenzi et al. 2010). Les cellules à confluence ont été traitées avec les 
antagonistes et incubées dans du milieu de culture sans sérum pendant 24 h à 37oC. Après le 
traitement avec les antagonistes, les cellules adhérées ainsi que les cellules flottantes ont été 
recueillies, fixées et marquées à l’annexin-V et à l’iodure de propidium (100 µl par échantillon 
contenant 2 µl d’annexin-V-Fluos et 1 µl d’iodure de propidium) pendant 15 min à température 
pièce. Les cellules ont ensuite été analysées par FACScan (BD Biosciences, États-Unis) ainsi que 
le logiciel CellQuest. Brièvement, l’état des cellules est évalué selon leur positivité à l’iodure de 
propidium (axe de l’ordonnée) et l’annexine V (axe de l’abscisse) par une technique de cadrans ou 
« gates » positionnés à partir du nuage de cellules viables non traitées (cadran inférieur gauche, 
négatif pour l’annexine V et l’iodure de propidium). Ainsi, les cellules se trouvant dans le cadran 
inférieur droit (positif pour l’annexine V, négatif pour l’iodure de propidium) sont considérées en 
apoptose précoce alors que celles des cadrans supérieurs (droit et gauche) sont considérées en 
apoptose tardive/nécrose. Une séquence de 1000 événements (cellules) est utilisée pour déterminer 
le pourcentage de cellules dans chaque phase. 
 
Essais de prolifération et de toxicité cellulaire par MTT  
 
Les essais de prolifération et de toxicité cellulaire chez les MDA-MB-231 ont été déterminés 
par la méthode colorimétrique MTT tel que décrit par (Bovenzi et al. 2010; Côté et al. 2012). Les 
cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits (2 000 cellules/puits pour tests de 
prolifération), dans du milieu de culture avec sérum pendant 24 h à 37oC. Les cellules ont ensuite 
été incubées avec les antagonistes aux concentrations et aux temps indiqués. À la fin du traitement, 
une solution de 0,05 mg/ml de concentration finale de MTT a été ajoutée et incubée pendant 
90 min à 37oC. La solution de MTT a ensuite été retirée des puits et les sels de formazan 
solubilisés avec une solution de 1:25 HCl 1N: Isopropanol. Finalement, l’absorbance a été lue par 
lecteur de microplaque ELISA à 570 nm (Spectra Max Plus, Molecular Devices, États-Unis). Pour 
les essais de cytotoxicité, des antagonistes ainsi que d’agents chimiothérapeutiques (doxorubicine, 
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témozolomide, carboplatine, carmustine et paclitaxel), les cellules ont été cultivées à confluence 
dans des plaques de 96 puits et le milieu de culture a ensuite été remplacé par du milieu sans sérum. 
Les traitements aux antagonistes ou agents chimiothérapeutiques ont ensuite été faits et lus, par 
spectrophotomètre à 570 nm, tout comme les essais de prolifération (Brault et al. 2007; Bovenzi et 
al. 2010). Le pourcentage de densité optique obtenu, pour les cellules traitées relativement aux 
cellules contrôles (non traitées), a été utilisé pour déterminer les effets antiprolifératif et 
cytotoxique des différents composés testés. 
 
Production de lentivirus et infection 
 
Des ARN en forme d’épingle à cheveux (shRNA) de vecteur d’expression de lentivirus 
contre rB2 ainsi que non ciblés (contrôle) (Sigma) ont été produits dans des cellules HEK 293T 
puis utilisés pour infecter des cellules MDA-MB-231 tel que décrit par le RNAi consortium of 
Broad Institute (Cambridge, MA, USA) ainsi que par le manufacturier (Sigma-Aldrich, Oakville, 
Canada). Brièvement, les séquences de shRNA ont été élaborées et produites par Sigma-Aldrich 
puis envoyées au laboratoire sous forme de plasmides. Par la suite, des cellules HEK 293T ont été 
mises en culture (1.3-1.5x105 cellules/ml) dans des plaques de 6 cm avec 6 ml de milieu de culture 
faible en antibiotiques (DMEM 10% + iFBS + 0.1x Pen/Strep) et incubées pendant 24 h ou jusqu’à 
70% de confluence (37oC, 5% CO2). Les cellules ont ensuite été transfectées avec les plasmides tel 
que recommandé par le fabricant et incubées pendant 18 h à 37oC. Le milieu de culture a ensuite 
été changé et remplacé par un milieu à haute teneur en FBS (30%) et réincubé 24 h à 37oC. Après 
24 h d’incubation, le milieu a été récolté et remplacé par du milieu frais à haute teneur en FBS. 
Cette opération a été répétée 2-3 fois. Le milieu de culture obtenu a ensuite été centrifugé à 1250 
rpm pendant 5 min puis le culot a été aliquoté et congelé pour usage ultérieur. Par la suite, 1x104 
cellules MDA-MB-231/puits ont été mises en plaque (96 puits) puis incubées à 37oC dans un 
incubateur avec 5% de CO2 jusqu’à 70% de confluence. Le milieu de culture a ensuite été retiré et 
remplacé par du milieu frais contenant une concentration finale de 8 µg/ml de polybrène et incubé 
pendant 24h. Le milieu a de nouveau été changé et remplacé par du milieu contenant 2 µg/ml de 
puromycine. Les cellules ont été incubées ainsi jusqu’à l’apparition de colonies résistantes à la 
puromycine en changeant le milieu (contenant de la puromycine) tous les 3-4 jours. Des cellules 
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MDA-MB-231, exprimant de façon stable, le shRNA rB2 (shRNA1) ou non-ciblé (scrRNA) ont 




Les effets des antagonistes rB2 sur la sénescence ont été étudiés à l’aide de kits 
commerciaux servant à la détection de l’expression de la β-galactosidase (Cell Signaling 
Technology, États-Unis). Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits à 500 000 
cell/puits et sevrées de sérum juste avant l’expérience. Les cellules ont ensuite été traitées puis 
lavées dans du PBS et fixées dans 2 % de formaldéhyde et 0,2 % glutaraldéhyde, pendant 15 min, 
à température pièce. Une fois fixées, les cellules ont été lavées au PBS puis incubées à 37oC avec 
une solution fraîche de marquage de β-galactosidase (tampon sodium phosphate, pH 6,0, contenant 
1 mg de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-d-galactopyranoside)/ml, 40mM d’acide citrique, 
5mM de ferrocyanide de potassium, 15mM de NaCl, 2mM de MgCl2). Le marquage a été détecté 
par microscopie suivant une incubation de 18 h dans la solution de marquage. Le contrôle positif 
de sénescence utilisé consistait en des cellules endothéliales cérébrales porcines (CEMP fournies 




La préparation de lysats cellulaires totaux et d’extraits membranaires et nucléaires a été 
réalisée comme décrit précédemment (Gobeil et al. 2003a; Gobeil et al. 2006b; Savard et al. 2008). 
Brièvement, les cellules ont été récoltées à confluence et lavées deux fois avec du HBSS chaud 
puis trypsinisées avec de la trypsine-EDTA 0,05 % ou du tampon de dissociation (Gibco, Life 
Technologies, Canada). Les cellules ont ensuite été centrifugées à 800 g, pendant 7 min, à 
température pièce puis resuspendues dans du tampon de lyse hypotonique (20 mM Tris-HCl pH 7. 
4, 10 mM KCl, 3 mM MgCl2, inhibiteur de protéases) avant de les recentrifuger à 800 g, pendant 
3 min, à 4oC (surnageant 1) suivi d’une incubation de 55 min sur glace et de l’ajout de NP40 
(0,1 % v/v) pour 5 min. Les cellules ont ensuite été homogénéisées avec un homogénéisateur type 
Dounce puis centrifugées à 800 g, pendant 7 min à 4oC deux fois (surnageant 2), avant de vérifier 
la pureté des noyaux sous microscope à contraste de phase. Le surnageant de la deuxième 
51 
 
centrifugation a, quant à lui, été re-centrifugé d’abord à 10 000 g, pendant 15 min, à 4oC (pour 
centrifuger les mitochondries) (surnageant 3), puis à 200 000 g, pendant 60 min à 4oC (pour 
centrifuger les membranes) (surnageant 4). Les membranes ont ensuite été resuspendues dans du 
tampon phosphate contenant un inhibiteur de protéases. Les lysats totaux ainsi que les fractions 
membranaires et nucléaires ont été quantifiés par la méthode de BCATM avec l’acide 
bicinchoninique, selon le protocole du fabricant (Pierce, États-Unis). 
 
Cytométrie de flux 
Les cellules MDA-MB-231 ont été incubées sur glace avec agitation constante 20-25min 
dans du PBS avec 5% BSA avec ou sans 0,1% de saponine (pour la perméabilisation des cellules) 
puis l’anticorps primaire (LS-A797 ou  AS276-83 pour rB2, AS434 ou RC72 pour rB1, anti-Kt ou 
anti-KHPM, 1: 500) a été ajouté au mélange et incubé de nouveau sur glace avec agitation 
constante pendant 1 h. Les cellules ont ensuite été centrifugées et resuspendues dans un milieu 
PBS,  5% BSA avec ou sans 0,1% de saponine puis incubées avec l’anticorps secondaire de chèvre 
anti-lapin couplées à l'Alexa Fluor 488 (1: 300) sur glace dans la noirceur et avec agitation 
constante pendant 45-60 min. L’échantillon contenant la suspension cellulaire a été analysé par la 
suite avec un cytomètre FACScan (Becton Dickinson, États-Unis).  
 
Étude de synergie 
 
Les études de relation de synergie ou de potentialisation toxique entre les antagonistes rB2 
ou rB1 et les agents chimiothérapeutiques ont été évaluées par la méthode colorimétrique MTT en 
utilisant le logiciel Combosyn. 24 h après l’ensemencement, les cellules ont été traitées soit avec 
un antagoniste, un agent chimiothérapeutique ou une combinaison des deux, à des concentrations 
correspondant aux valeurs moyennes d’IC25 de leur effet toxique pendant 72 h avant de procéder à 
l’essai MTT, tel que décrit plus haut. La synergie a été déterminée en calculant l’index de 
combinaison (CI) avec la formule : CI = (CA,X/ICX,A) + (CB,X/ICX,B), où CA,X et CB,X représentent la 
concentration du composé A et B respectivement utilisées en combinaison pour obtenir X% de 
l’effet. ICX,A et ICX,B représentent les concentrations nécessaires des composés seuls pour obtenir 
le même effet. Un CI de moins de 1 signifie une synergie alors qu’un CI égal à 1 représente un 





Ce chapitre présente les résultats obtenus lors de cette étude et est divisé en deux parties: la 
première comprend les résultats reliés à rB2, alors que la deuxième comprend ceux reliés à rB1. De 
plus, chacune des sections est séparées par objectif. L’ensemble des résultats des expériences 
contrôles se rapportant aux effets des vecteurs seuls soient le D-Tat, l’acide cholique et le lauryl a 
été volontairement omis pour alléger la présentation des résultats puisque ceux-ci se sont avérés 
inactifs aux plus fortes concentrations des peptides testés. 
 
1. Partie 1: rB2 
 
OBJECTIF 1 : Déterminer l’expression et la distribution subcellulaire des récepteurs des kinines 
chez des lignées tumorales de cancer du sein (dont une lignée de cancer du sein triple-négative) 
ainsi que dans des biopsies mammaires malignes humaines. 
 
L’expression des rB2, de diverses lignées cellulaires tumorales de sein humain, a d’abord été 
établie par RT-PCR quantitatif, immunobuvardage et cytométrie de flux. Le Tableau 2 présente les 
caractéristiques des différentes lignées testées et la Figure 8 présente les résultats de RT-qPCR (A) 
et montre la présence du rB2 dans toutes les lignées testées. Le RT-qPCR montre également que la 
lignée MDA-MB-231 est l’une de celles qui présente la plus forte expression de rB2 avec une 
expression plus de trois fois supérieure à celle de la lignée contrôle MCF-10A, une lignée de 
cellules du sein non cancéreuse. Ces résultats sont appuyés par immunobuvardages (B), réalisés 
avec un contrôle de cellules épithéliales de glande mammaire, les HMEC. On observe une bande 
correspondant au poids moléculaire de rB2 chez toutes les lignées testées sauf la lignée contrôle. 
Ces résultats sont confirmés par la cytométrie de flux (C) où l’on remarque un déplacement 
variable des pics de fluorescence vers la droite chez toutes les lignées de cancer du sein indiquant 




Tableau 2: Caractéristiques des différentes lignées mammaires utilisées dans cette étude.  
 
Lignée  Type  Caractéristiques  
MCF-10A Glande mammaire  Cellules normales  
T47D  Carcinome ductal  ER+, PR+, HER2/neu-  
ZR-75-1  Carcinome ductal  ER+, PR-, HER2/neu-  
MCF-7  Adénocarcinome  ER+, PR-, HER2/neu- 
MDA-MB-231  Adénocarcinome  ER-, PR-, HER2/neu-  
 
ER+ : exprime le récepteur à l’oestrogène; PR+ : exprime le récepteur à la progestérone; 
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 Suite à ces premiers résultats, nous avons choisi de poursuivre avec les MDA-MB-231 
puisqu’il s’agit d’une lignée triple-négative, très agressive et difficile à traiter en plus d’exprimer 
fortement rB2. Nous avons donc déterminé la localisation subcellulaire des rB2 en commençant 
par faire du fractionnement cellulaire avec ces cellules suivi d’un immunobuvardage avec les 
fractions membranaire (M) (surnageant 4 de la section Matériel et méthode) et 
nucléaire/intracellulaire (N) (noyaux purifiés et resuspendus; surnageant 2). Les résultats obtenus 
montrent la présence de rB2 dans la fraction membranaire et nucléaire/intracellulaire (Figure 9, A). 
La double bande observée, dans la fraction membranaire, pourrait être due à un niveau de 
glycosylation différent. De plus, les divers contrôles réalisés confirment la pureté de nos fractions 
puisque la clathrine, qui est une protéine structurelle de la membrane plasmique, se retrouve 
surtout dans la fraction membranaire. La pompe Na+/K+ ATPase se retrouve uniquement dans la 
fraction membranaire, contrairement à la lamine A/C, une protéine structurelle du noyau, qui est 
retrouvée uniquement dans la fraction nucléaire tout comme la calnexine. L’absence des protéines 
Lamp-2 et GM-130, des marqueurs des lysosomes et du Golgi, respectivement, dans la fraction 
nucléaire témoigne également de la bonne pureté des préparations des noyaux isolés des cellules 
MDA-MB-231. 
 
Les résultats obtenus en immunobuvardage sont également confirmés par cytométrie de 
flux à l’aide de l’antisérum AS-276-83 dirigé contre plusieurs épitopes extra- et intracellulaires des 
rB2 (Figure 9, B). En utilisant cette dernière approche chez les cellules MDA-MB-231 non-
perméabilisées, nous avons pu établir la présence d’une faible population de rB2 à la membrane 
plasmique comme l’indique le déplacement de type dextre de la courbe d’intensité de fluorescence 
par rapport au contrôle basé sur l’utilisation de l’anticorps secondaire seul (Figure 9, B panneau de 
gauche). Toutefois, un marquage plus important avec le même antisérum a été observé chez les 
cellules perméabilisées indiquant la détection d’un grand nombre de rB2 intracellulaires (Figure 9, 
B, panneau du centre). Pour tester la localisation nucléaire des rB2, nous avons refait les tests en 
cytométrie de flux avec des préparations de noyaux intacts fraichement isolés (Figure 9, B, 
panneau de droite). Nous avons ainsi pu observer un marquage nucléaire spécifique et important 
des rB2 dans les cellules MDA-MB-231. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant un 
autre anticorps anti-rB2 spécifique, soit le LS-A797 reconnaissant un épitope dans la partie C-
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En plus de la présence de rB2, dans le compartiment nucléaire, nous avons également testé 
la présence des autres composantes du SKK telles que le précurseur des kinines, le kininogène 
ainsi que la kallicréine dans le cytoplasme de MDA-MB-231. Nous avons ainsi pu établir non 
seulement la présence des kininogènes (KHPM et/ou KFPM) et de la kallicréine tissulaire (Kt) à 
l’intérieur des cellules par cytométrie de flux (Figure 10, A) mais également une colocalisation de 
ces deux composantes dans le cytoplasme des cellules grâce à la microscopie confocale (Figure 10, 
B). Finalement, nous avons aussi pu détecter la présence de BK à l’intérieur de cellules (Figure 10, 
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Finalement, après avoir démontré la localisation intracellulaire/nucléaire de rB2 chez la 
lignée cellulaire de TNBC MDA-MB-231, nous avons voulu comparer ces résultats avec des 
échantillons cliniques en établissant la distribution subcellulaire de rB2 dans des biopsies humaines 
de cancer du sein triple-négatif, par immunomarquage à l’or en microscopie électronique à 
transmission (Figure 11, A). On a pu détecter la présence et la distribution des rB2 dans la 
membrane plasmique, le cytosol de même que le noyau cellulaire (incluant l’enveloppe et le 
nucléoplasme) dans le tissu tumoral et le tissu normal. Par contre, on distingue bien une expression 
plus grande de rB2 dans le tissu tumoral comparativement au tissu normal, résultat confirmé par la 
quantification (Figure 11, B) de rB2 au noyau et dans le cytoplasme où la présence de rB2 est trois 
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OBJECTIF 2: Développer et caractériser de nouveaux antagonistes perméants pour l’étude des 
fonctions des rB2 intracellulaires/nucléaires. 
Les structures des antagonistes perméants et non perméants utilisés pour cet objectif sont 
montrées à la Figure 12, alors que les caractéristiques pharmacologiques sont résumées dans le 
Tableau 3. Nous avons utilisé un antagoniste rB2 bien connu dans la littérature, vraisemblablement 
non perméant, soit le Hoe 140, que nous avons couplé à un peptide pénétrant (D-Tat) ou à un 
vecteur lipidique, l’acide cholique, pour ainsi tenter de créer deux antagonistes perméants soit le 
NG68 et le NG134, respectivement. Finalement, nous avons aussi utilisé le FR173657, un autre 
antagoniste bien connu de la littérature mais non peptidique.  
 
Le Tableau 3 indique que le NG68 et le NG134 sont perméants tel que le montre 
l’incorporation cellulaire rapide de ces deux composés contrairement au Hoe 140 qui ne présente 
aucune incorporation et ce même après 24h. Le FR173657 présente lui aussi une incorporation 
cellulaire très rapide. Le Log D (pH 7.4) peut être prédictif de la perméabilité d’un composé. En 
effet, les composés ayant une valeur de log D entre 0 et 3 sont généralement des composés 
hautement perméables. Les valeurs positives de Log D mesurées pour les antagonistes FR173657 
et NG134 indiquent que ces composés peuvent passer directement à travers des membranes 
cellulaires, ce qui est en accord avec les données d’incorporation de ces agents mesurées en LC-
MS/MS. La valeur négative de Log D pour l’antagoniste peptidique NG68 reflète potentiellement 
une voie d’entrée qui ne dépend pas d’un mécanisme de diffusion passive.  
 
On peut également constater que les antagonistes NG68 et NG134 ont des propriétés 
pharmacologiques (affinité, puissance) assez semblables à celles de la molécule mère Hoe 140 
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OBJECTIF 3: Déterminer in vitro les effets des antagonistes rB2 perméants et non-perméants sur 
la prolifération et l’induction de l’apoptose des cellules MDA-MB-231. 
 
Le premier test que nous avons fait avec les antagonistes perméants et non perméants de rB2 
est un test de clonogénicité pour vérifier si nos antagonistes rB2 entraînent une diminution du 
potentiel de clonogénicité chez les MDA-MB-231. Les résultats montrent que les antagonistes 
perméants de rB2, FR173657, NG68 et NG134, entraînent une diminution du nombre de colonies 
formées (Figure 13, A). Par contre, l’antagoniste non perméant Hoe 140 n’a pas montré d’effet sur 
le potentiel de clonogénicité comparativement au contrôle. Fait étonnant, lorsque nous avons testé 
les agonistes de rB2 soient la BK qui est non perméante ainsi que le NG106 qui est une version 
perméante de BK (lié au D-Tat), nous avons pu remarquer une augmentation de la grosseur des 
colonies mais pas du nombre de colonies avec le NG106, alors que la BK n’a pas eu d’effet ni sur 
la grosseur ni sur le nombre et ce jusqu’à des concentrations de 100µM (Figure 13, B). 
 
Nous avons aussi testé les effets des antagonistes rB2 sur le potentiel de clonogénicité des 
MDA-MB-231 en milieu semi-solide (agar mou). Les résultats obtenus se sont avérés très 
semblables à ceux obtenus précédemment, c’est-à-dire que les antagonistes perméants diminuent le 
nombre de colonies formées tandis que l’antagoniste non perméant ne présente aucun effet (Figure 
13, C).  
 
Dans le but de confirmer que la diminution du nombre de colonies obtenue était bien due aux 
récepteurs intracellulaires/nucléaires, nous avons refait des tests de clonogénicité en bloquant 
d’abord les récepteurs de surface avec une concentration saturante (10 µM) de Hoe 140. Cette 
expérience nous a permis de démontrer que le blocage des rB2 de surface n’empêche aucunement 
l’action des antagonistes perméants ni de l’agoniste perméant. De plus, l’ajout de l’agoniste 
perméant NG106 contrecarre ou inhibe les effets antiprolifératifs du FR173657 et du NG68 
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Nous avons ensuite poursuivi avec des essais de prolifération en MTT, pour mesurer les 
effets des antagonistes de rB2, sur la prolifération des cellules MDA-MB-231 à sous confluence. 
Les résultats obtenus, lors de ces essais, concordent avec ceux obtenus avec les essais de 
clonogénicité. En effet, ici aussi les antagonistes montrent une diminution de la prolifération, et ce, 
à des concentrations aussi petites que 2,5µM pour NG68 et FR173657. Le NG134 s’avère un peu 
moins efficace puisqu’une concentration de 10µM est nécessaire pour obtenir une diminution 
significative mais tous les antagonistes perméants testés montrent un effet négatif sur la 
prolifération alors que le Hoe 140 ne provoque aucune diminution significative, et ce, même à 
100µM (Figure 14, A).  
 
En plus des effets sur la prolifération, nous avons également testé en essais MTT, les effets 
cytocides ou cytotoxiques des antagonistes rB2 (Figure 14, B). L’essai de la viabilité cellulaire, par 
MTT, est très similaire à celui de prolifération sauf qu’il est réalisé avec des cellules à confluence 
et sans FBS dans le milieu de culture de manière à placer les cellules en mode quiescentes (arrêt de 
prolifération). Les résultats obtenus ont montré que, contrairement au Hoe 140, tous les 
antagonistes perméants peuvent diminuer la viabilité des cellules MDA-MB-231 de façon 
concentration dépendante (Figure 14, B). De plus, nous avons refait les tests MTT sur les cellules 
HEK 293T, une lignée de cellules embryonnaires de rein humain n’exprimant pas ou très peu de 
rB2 (Bélanger et al. 2009) pour contrôler la spécificité d’action de l’antagoniste FR173657. À la 
Figure 14, C, on peut effectivement constater que cet antagoniste n’a aucun effet cytotoxique sur 
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Puisque les antagonistes rB2 perméants exercent à la fois des effets cytostatiques et 
cytotoxiques, nous avons voulu savoir si l’apoptose était impliquée dans le processus. Nous avons 
donc fait de la cytométrie de flux (avec marquage à l’Annexine V et iodure de propidium) pour le 
déterminer. Les résultats obtenus montrent que les antagonistes perméants augmentent l’apoptose 
précoce et tardive/nécrose comparativement à l’antagoniste non perméant qui n’a pas d’effet 
significatif sur l’apoptose (Figure 15, A). De plus, cette augmentation de l’apoptose est bel et bien 
spécifique à rB2 puisque lorsque le même test est fait sur des COS-1, qui sont des fibroblastes de 
rein de singe n’exprimant pas de rB2, les antagonistes perméants ne modulent pas l’apoptose de 
ces cellules (Figure 15, B). Toutefois, même si les antagonistes perméants provoquent une 
augmentation de l’apoptose chez les MDA-MB-231, ils ne semblent pas avoir d’effet sur la 
sénescence de ces dernières comme l’indique la Figure 15, C. En effet, on ne détecte pas la 
présence de β-galactosidase (bleu) révélant des cellules sénescentes chez les cellules, qui ont été 
traitées avec les antagonistes rB2 perméants, comme c’est le cas pour le contrôle positif 
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Étant donné que les antagonistes perméants diminuent la prolifération cellulaire et induisent 
l’apoptose, nous nous sommes intéressés aux voies de signalisation modulées par ces mêmes 
antagonistes. Nous avons donc fait des essais préliminaires par immunobuvardage en ciblant 
différentes voies de signalisation impliquées dans la prolifération (ex. Akt, MAPK p42/p44, p38, 
p27) et la survie cellulaire (ex. Bcl-2, Bad, XIAP). Un traitement des cellules MDA-MB-231 avec 
les antagonistes pendant 24h a révélé qu’aucun de ceux-ci n’a d’effets modulateurs sur 
l’expression des protéines totales des voies Akt, p38 et Bcl-2 (Figure 16, A). Par contre, nous 
avons noté une diminution des taux d’expression de protéines totales des MAPK p42/p44, de la 
cycline A et de la molécule anti-apoptotique XIAP en réponse au traitement avec le FR173657; le 
NG68 semble aussi diminuer l’expression des MAPK p42/p44 ainsi que celle de la cycline A 
légèrement (Figure 16, A). Les résultats semblent aussi montrer que le FR173657 et le NG68 
augmentent tous deux les niveaux d’expression de la protéine pro-apoptotique Bad (Figure 16, A). 
De plus, FR173657 et NG68 entraînent une augmentation de l’expression de p27kip1, ce qui n’est 














Suivant ces résultats, des études cinétiques de temps courts (0-60 min) de l’activité de 
kinases Akt, JNK et MAPK p42/44, modulées par phosphorylation, ont été réalisées chez les 
cellules MDA-MB-231 incubées ou non avec les antagonistes rB2. Ces études ont produit des 
résultats mitigés et inconstants (résultats non montrés); sauf pour la kinase p38, où l’on a pu 
observer une augmentation de sa phosphorylation suite aux traitements des cellules avec le 
FR173657 et le NG68 (Figure 17, A). Différents groupes de recherche ont démontré un lien entre 
p38 et p27 kip1 chez plusieurs lignées cellulaires normales et cancéreuses (Hossain et al. 2012; 
Liontos et al. 2010; Pillai et Shivakuma 2011; Swat et al. 2011). Nous avons donc choisi de tester 
la régulation de l’expression de p27kip1 par la kinase p38 activée en réponse aux traitements avec 
les antagonistes perméants (Figure 17, B). Nous avons refait des essais d’immunobuvardage de la 
protéine p27kip1 chez les cellules pré-incubées (6 heures) avec le composé SB203580, un inhibiteur 
de  p38 (Figure 17, C). Nos résultats ont montré que l’inhibiteur de p38 joue un rôle dans la 
diminution de la présence de p27kip1 stimulé par le FR173657 et le NG68, et semblent donc en 
accord avec la fonction majeure de cette voie dans le contrôle de protéines à fort effet 
antiprolifératif. Dans le but d’étudier et de valider l’implication de p38 dans les effets 
antiprolifératifs des composés FR173657 et NG68, nous avons ensuite refait les tests de 
clonogénicité et de prolifération en prétraitant d’abord les cellules avec le SB203580 (Figure 17, 
D). Les résultats obtenus montrent que le SB203580 diminue bien et de manière significative les 
effets antiprolifératifs induits par les agents FR173657 et NG68. Ces derniers résultats viennent 
appuyer la pertinence des résultats de la Figure 16 et donnent un crédit particulier à p38 MAPK 
dans la transmission des effets anticancéreux des antagonistes rB2 perméants.  
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Suite à ces résultats encourageants, nous avons voulu évaluer et comparer l’efficacité relative 
de nos antagonistes rB2 perméants par rapport aux agents de chimiothérapie utilisés en clinique 
pour le traitement du cancer du sein (Tableau 4) en l’occurrence, le temozolomide, la carboplatine, 
la carmustine, la doxorubicine et le paclitaxel. Pour ce faire, nous avons déterminé l’activité 
anticancéreuse ou cytotoxique (exprimée en IC50) des divers agents par la méthode MTT (Tableau 
4). Nous avons ainsi déterminé que certains de nos antagonistes perméants (FR173657 et NG68) 
possédaient des valeurs IC50 comparables et parfois même inférieures aux agents de chimiothérapie. 
En effet, de tous les agents chimiothérapeutiques testés, seuls la doxorubicine et le paclitaxel ont 
présenté des valeurs d’IC50 inférieures aux antagonistes FR173657 et NG68 (Tableau 4). Puisque 
certains agents cytotoxiques sont parfois utilisés en combinaison dans le traitement du cancer du 
sein, nous avons réalisé des essais MTT avec nos antagonistes rB2 en combinaison avec certains 
agents chimiothérapeutiques comme la doxorubicine et le paclitaxel, dans le but de déterminer la 
présence de synergie entre ces composés (Tableau 5). Nous avons ainsi pu déterminer grâce au 
logiciel Compusyn qu’il y avait une synergie d’action entre le NG68 et la doxorubicine (CI de 
0,572). De la même manière, on a pu déceler une synergie d’action entre le FR173657 et la 





Tableau 4: Comparaison des activités cytotoxiques des antagonistes rB2 avec des agents 
chimiothérapeutiques utilisés en clinique dans le traitement du cancer du sein.  
  
Agents IC50 
Hoe 140 > 100 µM 
FR173657 20 ± 1 µM 
NG68 45 ± 1 µM 
NG134 > 100 µM 
BCNU (Carmustine) 62 ± 1 µM 
Doxorubicine (Adriamycin)  2 ± 1 µM 
Carboplatine > 100 µM 
Temozolomide (Temodar) > 100 µM 
Paclitaxel (Taxol) 10 ± 1 µM 
 
 
La viabilité des cellules MDA-MB 231 a été établie par la méthode MTT après un traitement de 72 
h à 37°C. Les valeurs d’IC50 ont été calculées à partir de courbes concentration-réponse complètes 





Tableau 5: Synergie entre les antagonistes perméants rB2 et des agents chimiothérapeutiques 
commerciaux. 
 
Antagoniste  Agent chimiothérapeutique  CI  
NG68 (20µM)  Doxorubicine (1µM)  0,42  
NG68 (20µM)  Paclitaxel (5µM) 1,14  
FR173657 (10µM)  Doxorubicine (1µM)  0,12  
FR173657 (10µM)  Paclitaxel (5µM)  0,79  
 
Essais MTT: 24h après l’ensemencement, les cellules MDA-MB-231 ont été traitées avec un 
antagoniste, un agent chimiothérapeutique ou une combinaison des deux. Pour les tests de 
combinaison, les cellules ont été traitées à l’IC25 des antagonistes/agents chimiothérapeutiques 
pendant 72h à 37°C (n=6-8). La synergie a été déterminée en calculant l’index de combinaison 
(CI) selon la formule : CI=(CA,X/ICX,A) + (CB,X/ICX,B), ou  CA,X et CB,X représentent la 
concentration du composé A et B respectivement utilisées en combinaison pour obtenir X% de 
l’effet. ICX,A et ICX,B représentent les concentrations nécessaire des composés seuls pour obtenir le 
même effet. Valeurs de CI: 0-0.1=synergie très forte, 0.1-0.3=synergie forte, 0.3-0.7= synergie, 
0.7-0.85=synergie moyenne, 0.85-0.9=synergie faible, 0.9-1.1=presque additif et plus de 1.1= 





OBJECTIF 4 : Déterminer in vitro l’impact de l’inactivation du gène du rB2 des kinines 
(knockdown) sur la prolifération et la viabilité des cellules MDA-MB-231.  
 
Puisque notre hypothèse de départ était que les rB2 ont un impact sur la prolifération et la 
maintenance de la viabilité cellulaire, nous avons créé une lignée de MDA-MB-231 dans laquelle 
nous avons inactivé le gène de rB2 (knockdown) dans le but de vérifier cette hypothèse. Nous nous 
sommes d’abord assuré que rB2 avait bel et bien été inactivé dans notre lignée cellulaire que nous 
avons nommée shRNA1. Dans le but de s’assurer que la procédure d’inactivation en soi (shRNA) 
n’avait aucun impact sur les cellules, nous avons créé en parallèle un knockdown contrôle avec un 
shRNA dit «scrambled» ou contrôle qui ne cible pas l’ARNm rB2 (nommé ScrRNA). Nous avons 
vérifié le niveau d’expression de rB2 dans nos deux lignées par RT-qPCR (Figure 18, A), 
cytométrie de flux (Figure 18, B) et immunobuvardage (Figure 18, C). Les deux premières 
méthodes valident la diminution de l’expression de rB2 dans la lignée inactivée (shRNA1) mais 
non dans la lignée contrôle (ScrRNA) et les résultats de l’immunobuvardage confirment cette 
diminution autant dans les fractions des protéines nucléaires que membranaires. 
 
Pour valider notre hypothèse de départ à savoir que le rB2 joue un rôle dans la prolifération 
des cellules tumorales du cancer du sein, nous avons comparé la vitesse de prolifération des 
cellules déplétées en rB2 à celle de la lignée contrôle à l’aide de l’essai MTT (Figure 18, D et E). 
Nous avons effectivement pu observer qu’il y avait une diminution significative dans la vitesse de 
prolifération de cellules knockdown rB2 comparativement aux cellules contrôles (Figure 18, D). 
Nous avons également fait des tests de clonogénicité sur ces deux lignées cellulaires pour vérifier 
si l’inactivation partielle de rB2 avait aussi un impact sur cet aspect des cellules tumorales. Tel 
qu’illustré à la Figure 18, E, l’inactivation du gène de rB2 entraîne une diminution significative du 
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En plus de tester l’effet d’un « knockdown » de rB2 sur la prolifération et le potentiel 
clonogénique des cellules MDA-MB-231, nous avons aussi fait des tests de prolifération en MTT 
avec les antagonistes perméants de rB2 pour vérifier quel était l’impact d’un knockdown du gène 
rB2 sur l’effet de ces antagonistes. La Figure 19, A, montre que la prolifération du clone shRNA1 
est moins affectée par les antagonistes perméants que celle du clone scrRNA, et ce, autant pour le 
FR173657 que le NG68, après 72h d’incubation. La différence de prolifération cellulaire est moins 
flagrante avec le NG68 mais demeure toutefois significative entre les scrRNA et les shRNA1. 
 
Toujours dans le cadre d’essais MTT, nous avons aussi réalisé des tests de toxicité du 
FR173657 et du NG68 sur nos deux lignées distinctes. Les résultats obtenus concordent avec ceux 
de prolifération, c’est-à-dire que les effets cytocides des antagonistes perméants sont diminués plus 
fortement chez les cellules knockdown rB2 par comparaison aux cellules contrôles (Figure 19, B). 
 
L’ensemble de ces résultats supportent l’idée que les antagonistes perméants nécessitent la 















2. Partie 2: rB1 
 
OBJECTIF 1 : Déterminer l’expression et la distribution subcellulaire des récepteurs des kinines 
chez des lignées tumorales de cancer du sein (dont une lignée de cancer du sein triple-négative) 
ainsi que dans des biopsies mammaires malignes humaines. 
 
Tout comme pour l’étude des rB2, nous avons commencé par établir le niveau d’expression 
de rB1 dans diverses lignées de cancer du sein humain par RT-qPCR. Toutes les lignées testées 
montrent une expression de rB1 (Figure 20 A). De plus, la lignée triple-négative MDA-MB-231 est 
celle qui présente la plus forte expression de rB1, soit trois fois supérieure à celle de la lignée 
contrôle MCF-10A. 
Nous avons ensuite déterminé la répartition subcellulaire de ces récepteurs chez les MDA-
MB-231 par immunobuvardage, cytométrie de flux et microscopie électronique. L’analyse par 
immunobuvardage réalisée avec 2 anticorps polyclonaux dirigés contre le rB1 humain, montre la 
présence de rB1 principalement dans la fraction nucléaire (N) (Figure 20, B).  
Ces résultats sont confirmés par l’analyse en cytométrie de flux (Figure 20, C). En effet, tout 
comme pour les rB2, lorsque des cellules non perméabilisées sont utilisées, on observe un très 
faible déplacement de la courbe de fluorescence (indiquant une faible présence de récepteurs à la 
surface) tandis que, lorsque ces mêmes cellules sont perméabilisées à la saponine, le déplacement 
observé est beaucoup plus important (indiquant une plus forte densité de rB1). Ce même 
déplacement de la courbe est observé avec des échantillons de noyaux isolés appuyant le fait que le 
déplacement observé chez les cellules perméabilisées est bien dû aux récepteurs nucléaires. Ici, 
















Ici encore, la microscopie électronique à transmission vient appuyer les résultats obtenus in 
vitro chez la lignée MDA-MB-231 en montrant la présence de rB1 dans un spécimen clinique de 
biopsie de cancer du sein de type triple-négatif non traité par chimiothérapie. En effet, la 
microscopie électronique montre que rB1 n’est pas seulement retrouvé à la membrane ou au noyau 
mais bien partout dans le tissu tumoral contrairement au tissu normal où il n’est pratiquement pas 
retrouvé (Figure 21 A). De plus, la quantification de rB1 réalisée sur ces images de microscopie 
électronique indique la présence d’une surexpression de rB1 près de dix fois plus grande chez les 
cellules tumorales comparativement aux cellules contrôles, et ce, autant dans les compartiments 
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OBJECTIF 2: Développer et caractériser de nouveaux antagonistes perméants pour l’étude des 
fonctions des  rB1 intracellulaires/nucléaires. 
 
La Figure 22 montre les structures des antagonistes perméants et non perméants utilisés pour 
cet objectif et leurs caractéristiques pharmacologiques sont résumées dans le Tableau 6. Trois 
antagonistes peptidiques (R954, NG67 et NG2000) ont été utilisés dans le cadre de ce projet ainsi 
qu’un non-peptidique (SSR240612). Tout comme pour l’antagoniste rB2 Hoe 140, nous avons 
synthétisé et développé différentes formes perméables des antagonistes R954 et R715 par fusion 
aux vecteurs D-Tat et lauryl (NG67 et NG2000, respectivement).  
D’après les résultats d’incorporation cellulaire (montrés dans le Tableau 6), NG67 et 
NG2000 sont perméants tel qu’indiqué par une incorporation cellulaire de ces deux peptides après 
seulement 15min d’incubation contrairement au R954. Le SSR240612 est également perméant et 
présente une très forte incorporation cellulaire après 15min lui aussi. De plus, comme l’indique le 
Tableau 6, les modifications apportées à nos peptides dans le but de les rendre perméants 
n’affectent peu ou pas leurs caractéristiques pharmacologiques ainsi que leur affinité pour leur 
récepteur. On peut également constater que l’antagoniste NG67 a des propriétés pharmacologiques 
(affinité, puissance) assez semblables à celles de la molécule mère, le R954 (Tableau 6). 
Les valeurs positives de Log D mesurées pour les antagonistes NG2000 et SSR240612 
indiquent que ces composés peuvent passer directement à travers des membranes cellulaires alors 
que la valeur négative de Log D pour l’antagoniste peptidique NG67 reflète potentiellement une 
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OBJECTIF 3: Déterminer in vitro les effets des antagonistes rB1 perméants et non-perméants sur 
la prolifération et l’induction de l’apoptose des cellules MDA-MB-231. 
 
Tout comme pour rB2, nous avons débuté l’étude des effets des antagonistes de rB1 sur les 
MDA-MB-231 par un essai de clonogénicité. Les résultats obtenus dans cet essai montrent que 
l’antagoniste non perméant R954 ne provoque pas d’inhibition du potentiel de clonogénicité 
(nombre de colonies) significatif comparativement au contrôle, contrairement aux antagonistes 
perméants qui montrent tous une inhibition (nombre de colonies) dépendante de la concentration 
d’antagoniste utilisée, et ce, à des concentrations aussi petites que 2,5µM (Figure 23, A).  
 
Des tests de clonogénicité en milieu semi-solide (agar mou) ont également été réalisés et les 
résultats obtenus concordent avec les précédents, l’antagoniste non perméant ne provoquant 
aucune diminution du potentiel de clonogénicité contrairement à tous les antagonistes perméants 
testés (Figure 23, B).  
 
Ici aussi nous avons fait un blocage des rB1 de surface en pré-incubant des MDA-MB-231 
avec une concentration saturante (10µM) d’antagoniste non perméant (R954) avant de faire un test 
de clonogénicité dans le but d’étudier l’impact des rB1 nucléaires/intracellulaires. Les récepteurs 
nucléaires semblent en effet être impliqués dans la diminution du potentiel de clonogénicité des 
MDA-MB-231, puisque même avec un blocage des récepteurs de surface, on remarque toujours 
une diminution de la clonogénicité de ces cellules, et ce, pour tous les antagonistes perméants 
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La prolifération et la viabilité cellulaire ont ensuite été étudiées, toujours sur les MDA-MB-
231, par des essais de MTT. Dans le cas de la prolifération cellulaire, nous avons réalisé l’étude sur 
une période de 72h à diverses concentrations en les comparant avec un contrôle de cellules n’ayant 
pas été traitées (Figure 24, A). Les résultats obtenus suivent la même tangente que les précédents 
où tous les antagonistes perméants testés montrent une diminution dans la prolifération cellulaire, 
et ce, à partir de 24h d’incubation et à des concentrations aussi petites que 2,5µM alors que 
l’antagoniste perméant ne montre aucun effet (et ce jusqu’à 100µM). Toutefois, le NG2000 semble 
un peu moins efficace dans la diminution de la prolifération puisque des concentrations plus fortes 
ont dû être utilisées pour obtenir une diminution significative.  
 
Les essais de viabilité pour leur part, montrent que, tout comme les essais de prolifération, 
les antagonistes perméants entraînent une diminution de la viabilité cellulaire en fonction de la 
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Suite aux résultats obtenus avec les essais de prolifération et de viabilité cellulaire montrant 
clairement une diminution dans les deux cas, nous nous sommes intéressés à l’implication de 
l’apoptose. D’un point de vue qualitatif seulement, une observation au microscope nous a 
rapidement permis de constater que les antagonistes perméants entraînent la mort des cellules tel 
que présenté à la Figure 25, A, par l’arrondissement et le changement de couleur (blanche) des 
cellules comparativement au contrôle et à l’antagoniste non perméant qui ne présentent qu’un 
minimum de mortalité cellulaire en comparaison. De façon quantitative, nous avons mesuré 
l’apoptose par cytométrie de flux (avec marquage à l’Annexine V et iodure de propidium) qui 
indique que les antagonistes perméants entraînent une augmentation de l’apoptose précoce et 
tardive/nécrose (Figure 25, B), phénomène relié spécifiquement aux rB1 puisque le même essai 
réalisé dans des cellules COS-1 qui ne possèdent pas de rB1 ne montre aucune augmentation de 
l’apoptose, qu’elle soit précoce ou tardive (Figure 25, C). De plus, ce phénomène est relié aux rB1 
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Nous avons également utilisé les essais MTT pour déterminer l’activité cytotoxique des 
divers agents (Tableau 7) que nous avons par la suite comparés aux mêmes agents 
chimiothérapeutiques commerciaux utilisés pour le traitement du cancer du sein. Nous avons ainsi 
découvert que nos antagonistes perméants possèdent des IC50 comparables et parfois même 
inférieurs aux agents chimiothérapeutiques commerciaux. En effet, des agents 
chimiothérapeutiques commerciaux, seul la doxorubicine présente un IC50 inférieur à nos 
antagonistes et le paclitaxel qui possède un IC50 comparable. 
 
Nous avons aussi testé le potentiel de synergie de nos antagonistes rB1 perméants avec 
certains agents cytotoxiques commerciaux. Les résultats de MTT couplés à une analyse par logiciel 
Compusyn nous a permis de démontrer qu’il y a bien une synergie entre la doxorubicine et le 
NG67 ainsi que le SSR240612. Par contre, il ne semble pas y avoir de synergie entre NG67 et le 




Tableau 7: Comparaison des activités cytotoxiques des antagonistes rB2 avec des agents 
chimiothérapeutiques utilisés en clinique dans le traitement du cancer du sein. 
 
Agents IC50 
R954 > 100 µM 
SSR240612 10 ± 1 µM 
NG67 10 ± 1 µM 
NG2000 15 ± 1 µM 
BCNU (Carmustine) 62 ± 1 µM 
Doxorubicine (Adriamycin)  2 ± 1 µM 
Carboplatine > 100 µM 
Temozolomide (Temodar) > 100 µM 
Paclitaxel (Taxol) 10 ± 1 µM 
 
*Se référer au Tableau 4 pour une description de la méthodologie. 
 
 














Antagoniste  Agent cytotoxique  CI  
NG67 (10µM)  Doxorubicine (2µM)  0,86  
NG67 (10µM)  Paclitaxel (10µM) 1,28  
SSR240612 (10µM)  Doxorubicine (2µM)  0,64  





Discussion et conclusion 
 
Le sixième et dernier chapitre de cette thèse sera à l’image du chapitre précédent portant sur 
les résultats du projet et sera subdivisé par objectifs. Toutefois, les résultats obtenus pour rB1 et 
rB2 étant très similaires, les deux types de récepteurs seront discutés en même temps sous le terme 
général de «récepteurs des kinines» et les différences entre les deux types seront soulignées 
ponctuellement dans le texte. La première partie servira à reprendre l’essentiel des résultats 
obtenus en plus d’apporter certains éléments non discutés dans la section résultats (par exemple les 
résultats non publiés, les limitations, etc.). Dans la seconde partie, quelques pistes de réponses et 
perspectives relatives à ce projet de recherche seront décrites, en plus d’une conclusion générale. 
 
OBJECTIF 1 : Déterminer l’expression et la distribution subcellulaire des récepteurs des kinines 
chez des lignées tumorales de cancer du sein (dont une lignée de cancer du sein triple-négative) 
ainsi que dans des biopsies mammaires malignes humaines. 
 
Dans le cadre de cet objectif, nous avons fait la démonstration de la présence des récepteurs 
des kinines ainsi que de leur localisation subcellulaire en utilisant diverses méthodologies 
complémentaires telles le RT-qPCR, l’immunobuvardage, la cytométrie de flux et la microscopie 
confocale à balayage laser. Parmi les lignées cellulaires de cancer du sein étudiées, la lignée MDA-
MB-231 s’est avérée être une des lignées qui surexprime de manière plus élevée les récepteurs des 
kinines ce qui en faisait un excellent modèle pour notre étude. 
 
Le RT-qPCR permet de démontrer la présence de l’ARNm, mais ne donne aucune 
information quant à la traduction en protéines fonctionnelles. C’est pourquoi nous avons également 
fait de la cytométrie de flux et de l’immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. Ces 
techniques nous ont également permis de déterminer la présence de rB1 et rB2 des kinines dans la 
zone nucléaire/intracellulaire entre autre par l’utilisation de fractions de noyaux purifiés. Toutefois, 
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il est à noter que ces fractions nucléaires comportent également des éléments du réticulum 
endoplasmique. Ceci était attendu puisque la membrane nucléaire externe est en continuité avec le 
réticulum endoplasmique. 
 
La présence des récepteurs des kinines et autres composantes du SKK chez des lignées 
cellulaires humaines de cancer du sein ainsi que des échantillons cliniques de tumeurs du sein, a 
été documentée récemment (Greco et al. 2004; Greco et al. 2005; Morissette et al. 2007; Wright et 
al. 2008; Ehrenfeld et al. 2009; Molina et al. 2009; Van Winden et al. 2009; Ehrenfeld et al. 2011; 
Ehrenfeld et al. 2014). Notre groupe de recherche a contribué dans ce secteur en démontrant la 
présence des rB2 et rB1 chez différentes lignées de cancer du sein dont la lignée hormono-
indépendante MDA-MB-231, ceci à l’aide de différentes approches expérimentales (RT-PCR, 
immunobuvardage, microscopie confocale) (Fortier 2007). Nous avons également décrit la 
localisation membranaire et nucléaire des rB2 dans la lignée MDA-MB-231 (Fortier 2007). Dans 
le cadre de ce projet, nous avons confirmé ces résultats démontrant ainsi la répétabilité ou 
reproductibilité intra-laboratoire, mais nous sommes allés encore plus loin en démontrant que ces 
résultats in vitro peuvent se transposer en situation clinique par l’analyse de biopsies de cancer du 
sein triple-négatif de patientes à l’aide de la microscopie électronique à transmission (Figures 11 et 
22). Cette approche nous a permis de localiser à l’échelle ultrastructurelle la présence des rB2 et 
rB1 en grande partie dans le compartiment nucléaire, mais également dans le cytoplasme 
(possiblement associés à des vésicules/endosomes), au niveau du réticulum endoplasmique ainsi 
qu’en moins grande densité à la membrane plasmique. À partir des micrographies obtenues par 
microscopie électronique, nous avons pu mettre en évidence l’expression surnuméraire et la 
localisation nucléaire prédominante des rB1 et rB2 des kinines dans les cellules de TNBC par 
comparaison aux cellules épithéliales mammaires saines. Cette augmentation de la localisation 
nucléaire serait trois et dix fois plus élevée pour les rB2 et rB1, respectivement (Figures 11 et 22). 
En raison du trop faible échantillonnage des biopsies (n=3), nous n’avons pu procéder à une étude 
de corrélation entre les spécimens de TNBC et la localisation nucléaire atypique des rB1 et rB2. 
D’autres études seront à faire pour valider cette association. Les mécanismes par lesquels les 
récepteurs des kinines se retrouvent majoritairement dans le compartiment (péri)nucléaire 
demeurent à ce jour inconnu. La présence des deux types de récepteurs des kinines au niveau de la 
zone périnucléaire laisse croire à un adressage nucléaire de ces derniers soit par transport 
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vésiculaire ou encore par diffusion latérale à partir du RE (Gobeil et al. 2006a). La théorie d’une 
SLN est également une possibilité puisqu’une séquence de type SLN a été identifiée chez rB2 (Lee 
et al. 2004). Cependant pour le rB1 qui ne comporte pas cet élément de transport au noyau, des 
mécanismes différents pourraient être impliqués notamment la régulation de l’import nucléaire des 
rB1 par l’association avec d’autres protéines cytosoliques contenant une SLN (Gobeil et al. 2006a). 
La présence de modifications post-transcriptionnelles (épissage alternatif) et post-traductionnelles 
(glycosylation) peut aussi être considérée comme un mécanisme possible (voir revues par Gobeil 
et al. 2006a; Vaniotis et al. 2011; Campden et al. 2015).  
 
Autre observation intéressante, la microscopie électronique nous a permis de visualiser la 
présence des deux types des récepteurs des kinines au niveau des vésicules extracellulaires qui 
englobent les microvésicules, les microparticules et les exosomes (Figures 11 et 22). Ces structures 
vésiculaires à bicouche lipidique sont sécrétées par les cellules tumorales dans leur 
microenvironnement local et niche pré-métastatique et peuvent transférer de l’ARNm et des 
protéines à diverses cellules environnantes de manière autocrine et paracrine. Ce transfert entraîne 
la croissance tumorale, l’immunosuppression et la formation de métastases (Green et al. 2015). Les 
vésicules extracellulaires présentent un potentiel particulièrement intéressant en tant que 
biomarqueurs du cancer du sein et cibles thérapeutiques potentielles (Sadovska et al. 2015). La 
présence de récepteurs des kinines dans ces vésicules extracellulaires laisse croire que les 
antagonistes des kinines pourraient agir comme modulateurs négatifs de l’activité des rB1 et rB2 
au niveau des microparticules sécrétées par les cellules cancéreuses mammaires. 
 
En plus de la présence des récepteurs des kinines dans la zone périnucléaire, nous avons 
également démontré la présence d’autres composantes du SKK dans le cytoplasme des cellules 
MDA-MB-231. En effet, nous avons visualisé par microscopie confocale la présence de 
kininogènes immunoréactifs (Figure 10, B). Cependant, l’anticorps utilisé ne nous permet pas de 
différencier entre le KHPM et le KFPM. Par ailleurs, notre groupe a soulevé l’hypothèse de la 
présence de codons d’initiation alternatifs pouvant expliquer la rétention intracellulaire et 
localisation nucléaire de KHPM dans les hépatocytes de rat (Savard et al. 2008). Le même principe 





Nous avons de plus détecté la présence de la Kt ainsi que la BK immunoréactives dans le 
cytoplasme (Figure 10, B et C, respectivement). La présence de toutes les composantes nécessaires 
à la biosynthèse des kinines à l’intérieur des cellules MDA-MB 231 vient appuyer la théorie du 
rôle intracrine des récepteurs des kinines dans le cancer du sein triple-négatif. Bien qu’il s’agisse là 
d’une preuve indirecte, il est possible de croire que les récepteurs des kinines localisés dans le 
compartiment nucléaire peuvent être activés par leur ligand endogène respectif et que leurs liaisons 
puissent entrainer des effets sur la prolifération des cellules TNBC. Ce même postulat a été 
proposé notamment pour les récepteurs CysLT1 et CXCR4 dans les cancers du sein et colorectal 
(Shibuta et al. 2002; Nielsen et al. 2005; Valdehita et al. 2010; Don-Salu-Hewage et al. 2013).  
 
Au commencement de cette étude, la présence de rB1 avait déjà été démontrée pour certaines 
lignées de cancer du sein, dont les MCF-7 et les ZR-75-1 (Molina et al. 2009) mais pas pour 
aucune lignée de TNBC comme les MDA-MB-231. D’ailleurs, le groupe de Morissette n’a détecté 
aucun site de liaison spécifique avec le radioligand [3H]-LDBK chez les cellules MDA-MB-231 
(Morissette et al. 2007). Cependant, le groupe d’Ehrenfeld a récemment publié des résultats 
appuyant les nôtres en démontrant la présence de rB1 dans cette lignée de TNBC (Ehrenfeld et al. 
2011; Ehrenfeld et al. 2014). Il serait fort intéressant et pertinent, dans le cadre d’une validation 
rigoureuse de nos résultats de recherche, d’étendre l’étude de l’expression de rB1 à d’autres 
lignées de TNBC telles les lignées SUM, BT et HCC (Chavez et al. 2010).  
 
Le rB1 étant une entité protéique inductible, la question demeure: comment l’induction des 
rB1 se fait-elle chez les cellules cancéreuses? Les cytokines inflammatoires sont des inducteurs 
bien connus de rB1 dont l’un des principaux est l’interleukine-1β (Il-1β) (Marceau et al. 1998). 
Notre groupe avait déjà démontré l’expression de l’IL-1β chez une lignée de cellules tumorales du 
cerveau (F98) (Côté et al. 2012). De plus, le groupe de Han a récemment démontré la présence 
d’IL-1β chez les MDA-MB-231 (Han et al. 2014) ce qui nous porte donc à croire qu’IL-1β 
représente un bon point de départ dans la réponse à cette question. D’ailleurs, les cytokines 
inflammatoires telles que TNF-α, TFG-β et IL-1 peuvent également moduler l’expression de rB2 à 
la membrane plasmique et sont surexprimées chez plusieurs types de cancer dont le cancer du sein 
(Chang et al. 2016). La signalisation autocrine/paracrine des cytokines produites par les cellules 
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tumorales pourrait donc expliquer la surexpression des récepteurs des kinines dans les différentes 
lignées cancéreuses incluant les cellules TNBC. 
 
L’importance des récepteurs nucléaires et leur ciblage spécifique est de plus en plus évidente 
dans le traitement du cancer. En effet, le groupe de Don-Salu-Hewage a démontré que CXCR4 
avait non seulement une localisation nucléaire mais était aussi fonctionnel dans des cellules 
métastatiques de cancer de la prostate (Don-Salu-Hewage et al. 2013). D’où l’importance de 
développer des tactiques pour faire pénétrer les ligands à l’intérieur des cellules et ainsi cibler les 
récepteurs nucléaires comme cela a d’ailleurs été souligné dans une revue récente par le groupe de 






OBJECTIF 2 : Développer et caractériser de nouveaux antagonistes perméants pour l’étude des 
fonctions des récepteurs des kinines intracellulaires/nucléaires. 
 
Les kinines ayant de base un rôle dans la prolifération cellulaire, la surexpression de ces 
récepteurs et leur présence au niveau nucléaire chez des lignées de cancer du sein porte à croire 
qu’elles pourraient avoir un rôle dans le développement et/ou la prolifération des tumeurs du sein 
et que leur ciblage spécifique pourrait être un outil efficace dans le développement d’un traitement 
anti-cancer. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés aux antagonistes des kinines et aux effets 
qu’ils pourraient avoir sur la prolifération et la survie cellulaire tumorale. En effet, est-ce que 
l’utilisation d’antagonistes des récepteurs des kinines pourrait diminuer la prolifération et/ou la 
viabilité cellulaire? Est-ce que cibler les récepteurs intracellulaires/nucléaires aurait un impact 
différent de cibler ceux localisés à la surface des cellules?  
 
Une tactique récemment développée dans le ciblage des récepteurs nucléaires consiste à 
protéger le ligand par un groupe hydrophobique tel une cage pour permettre au ligand de passer la 
membrane (Vaniotis et al. 2013; Tadevosyan et al. 2015). Une fois le ligand à l’intérieur, ce 
dernier est activé par une exposition des cellules aux UVs pour détruire la cage hydrophobique tout 
en laissant le ligand intact. Or, les UVs étant peu pénétrants, cette approche est valide en mode in 
vitro sur cellules en culture mais serait très difficilement applicable dans un contexte naturel in 
vivo où son application se limiterait à des tumeurs de surface seulement. 
 
Par ailleurs, notre laboratoire a adopté des stratégies différentes pour la conception et le 
développement d’antagonistes et d’agonistes de rB1 et rB2 perméants uniques et originaux 
(Neugebauer et al. 2005; Fortier 2007; Neugebauer et al. 2008; Dubuc et al. 2012a; Dubuc et 
al.2012b).  
 
Les résultats d’analyse en LC-MS/MS ont montré que les antagonistes perméants peptidiques 
développés dans notre laboratoire ainsi que ceux non-peptidiques provenant de l’industrie 
pharmaceutique étaient non seulement capables de pénétrer à l’intérieur des cellules, mais que 
cette pénétration avait lieu rapidement (après 15 min d’incubation) et à de faibles concentrations 
(2,5 µM) (Tableaux 3 et 6). Ces résultats concordent également avec ceux obtenus précédemment 
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par notre groupe par microscopie confocale avec l’utilisation d’antagonistes couplés au 
fluorochrome FITC (Fortier 2007; Neugebauer et al. 2008) 
 
De nombreux antagonistes des kinines ont été développés au fil du temps par divers groupes 
de recherche et ont démontré des propriétés anti-proliférative, anti-inflammatoire, anti-
angiogénique et anti-migratoire dans un bon nombre de modèles cancéreux (voir revues par Leeb-
Lundberg et al. 2005 ; Figueroa et al. 2012 ; da Costa et al. 2014). Entre autres, certains 
antagonistes rB1/rB2 peptidiques et non-peptidiques tels que B-9870 (CU201), BKM-570 et 
B9958 ont montré des activités anticancéreuses in vivo chez les souris Nu/nu athymiques 
implantées avec des cellules cancéreuses prostatiques (PC-3) et pulmonaires (SCLC) (Stewart et al. 
2002a; Stewart et al. 2002b). Dans le cadre de cette étude, nous avons non seulement démontré la 
présence de récepteurs nucléaires des kinines dans un modèle de cancer du sein TNBC in vitro et 
sur des biopsies humaines mais nous avons également démontré qu’il était possible de diminuer la 
prolifération et d’induire sélectivement l’apoptose des cellules tumorales mammaires par 




OBJECTIF 3 : Déterminer les effets des antagonistes perméants et non perméants sur la 
prolifération et l’induction de l’apoptose des cellules MDA-MB-231.  
 
Dans le cadre de cet objectif, nous avons étudié les effets des antagonistes des kinines sur les 
MDA-MB-231 par des tests de clonogénicité, de prolifération et de survie cellulaire en MTT ainsi 
que les voies de signalisation impliquées par immunobuvardage.  
 
 Le potentiel à former des clones est une caractéristique spécifique aux cellules tumorales et 
essentielle à leur propagation et c’est pourquoi nous avons fait des tests de clonogénicité. Les tests 
de clonogénicité ont montré que les antagonistes perméants des kinines entrainaient une 
diminution du potentiel de clonogénicité chez les MDA-MB-231 contrairement aux antagonistes 
non perméants (Figures 13 et 23). En effet, les cellules traitées avec des antagonistes perméants 
présentaient un nombre de colonies plus petit que le contrôle. De plus, cette diminution était 
dépendante de la concentration d’antagoniste utilisée et un blocage préalable des récepteurs de 
surface n’a pas changé les résultats obtenus suggérant bien l’implication des récepteurs 
intracellulaires/nucléaires dans les effets des antagonistes perméants. De plus, un double traitement 
des cellules avec à la fois un antagoniste et un agoniste rB2 perméant a annulé l’effet observé pour 
chacun individuellement, une autre preuve que les récepteurs intracellulaires/nucléaires des kinines 
jouent un rôle dans la prolifération des cellules MDA-MB-231 (Figure 13). Des résultats 
semblables ont aussi été obtenus dans les tests de clonogénicité en milieu semi-solide (Agar) 
(Figures 13 et 23). 
 
Pour étudier la prolifération cellulaire tumorale des MDA-MB-231, nous avons utilisé le test 
de MTT. Ce test permet de déterminer l’activité métabolique des cellules via la fonction 
mitochondriale, qui est testée à l’aide d’un sel de tétrazolium. Dans un test de MTT, l’anneau de 
tétrazolium du sel est réduit en formazan par la succinate déhydrogénase des mitochondries ce qui 
donne une couleur plus ou moins violette à la solution reflétant le niveau d’activité mitochondriale. 
Par contre, si les cellules ne sont pas actives métaboliquement, la solution finale sera de couleur 
jaune. Cette technique colorimétrique a montré que les antagonistes perméants diminuaient la 
prolifération cellulaire des MDA-MB-231 contrairement aux antagonistes non perméants (Figures 
14 et 24). Ici encore, les résultats semblent indiquer un rôle majeur des récepteurs 
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intracellulaires/nucléaires des kinines dans les effets des antagonistes perméants.  
 
Il est à noter qu’aucun agonistes des kinines, perméants ou non, n’a été en mesure de réguler 
la prolifération lorsque testés en essais MTT. Toutefois, ces résultats peuvent s’expliquer par le fait 
que le test de prolifération et de viabilité en MTT repose sur une mesure indirecte de l’activité 
d’enzymes mitochondriales. Le test de clonogénicité, au contraire, teste le potentiel des cellules à 
former des clones et donc implique plusieurs aspects de la prolifération cellulaire.  
 
Les antagonistes perméants ont démontré un impact significatif sur la diminution de la 
prolifération et la survie cellulaire lors des tests de clonogénicité et de MTT (Figures 13, 14, 23 et 
24). Parallèlement, la microscopie optique nous a permis de visualiser des signes clairs de mort 
cellulaire entrainés par les antagonistes rB1 perméants sous la forme de cellules arrondies et/ou 
flottantes (Figure 25). Nous nous sommes donc questionnés sur le type de mort cellulaire 
qu’entrainaient les antagonistes perméants des récepteurs des kinines. À l’aide de tests d’apoptose 
en cytométrie de flux, nous avons pu constater que les antagonistes perméants entrainaient une 
augmentation de l’apoptose précoce et tardive/nécrose comparativement aux non perméants qui 
eux ne démontraient pas d’augmentation de l’apoptose (Figure 25). De plus, cet effet est dépendant 
des récepteurs des kinines puisque nous avons fait le même test avec la lignée COS-1 (lignée de 
fibroblastes du rein de singe) n’exprimant pas les récepteurs des kinines et nous n’avons vu aucun 
effet d’augmentation sur l’apoptose avec ces mêmes antagonistes. Ces résultats suggèrent que les 
effets pro-apoptotiques des antagonistes perméants sont médiés spécifiquement par les récepteurs 
intracellulaires/nucléaires des kinines.  
 
En plus de l’apoptose, nous avons également testé la capacité de nos antagonistes rB2 à 
induire la sénescence (Figure 15). Nous avons donc réalisé un test de détection de la β-
galactosidase dont la production est une caractéristique spécifique aux cellules sénescentes. Nous 
avons ainsi découvert que les antagonistes perméants des kinines ne semblent pas engendrer la 
sénescence chez les cellules MDA-MB-231.  
 
Les essais d’apoptose réalisés en cytométrie de flux avec l’annexine V et l’iodure de 
propidium ne nous permettent toutefois pas de distinguer entre l’apoptose tardive et la nécrose. Un 
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des moyens disponibles pour distinguer entre l’apoptose et la nécrose demeure l’activité de 
caspases puisque ces dernières sont impliquées dans l’apoptose seulement. C’est pourquoi nous 
avons réalisé des essais avec un anticorps spécifique à la caspase 3 en cytométrie de flux qui a 
démontré une activation de cette dernière lorsque des MDA-MB-231 étaient traitées avec 
l’antagoniste rB1 perméant SSR240612 (ANNEXE 1). Ces résultats ont été confirmés par MTT 
avec une pré-incubation des cellules avec l’inhibiteur non-sélectif des caspases 1 et 3, le Z-vad-
Fmk (ANNEXE 1). Ces résultats montrent bien un effet pro-apoptotique des antagonistes 
perméants des kinines ainsi qu’une implication de la caspases 3 dans le mécanisme d’action de ces 
derniers, du moins pour ceux ciblant le rB1. Clairement, une étude plus approfondie est nécessaire 
pour déterminer le ou les mécanisme(s) exact(s) ainsi que toutes les caspases réellement 
impliquées autant pour rB2 que rB1.  
 
Puisque nos antagonistes perméants démontraient des effets sur l’apoptose et la 
prolifération cellulaire, nous nous sommes interrogés sur les voies de signalisation potentiellement 
activées par ces derniers. Pour notre étude pilote, nous avons misé sur les voies de signalisation 
classiques de l’apoptose et la prolifération cellulaire soient Akt, JNK ainsi que MAPK p42/p44 et 
p38 (Figures 16 et 17).  
 
Akt est une protéine kinase impliquée dans plusieurs processus cellulaires normaux et 
oncogéniques. Elle participe notamment à la prolifération cellulaire, le métabolisme du glucose, la 
stabilité du génome, la néo-vascularisation et supprime la mort cellulaire programmée ou apoptose 
(Altomare et Testa 2005; Bellacosa et al. 2005). Akt régule plusieurs fonctions centrales au cancer 
et est donc impliquée dans plusieurs types de cancer. En effet, l’activation d’Akt entraîne la 
chimiorésistance alors que son inhibition entraîne l’apoptose (Altomare et Testa 2005). Une 
hyperactivation de la voie Akt a d’ailleurs été notée chez de nombreux types de cancers humains 
dont la plupart des cancers du sein (Ciruelos Gil 2012; Paplomata et O'Regan 2014). Les résultats 
d’analyse en immunobuvardage pour évaluer l’implication d’Akt dans les effets des antagonistes 
perméants des kinines se sont avérés négatifs en ce qui concerne l’augmentation de l’expression de 
protéine (Figure 16) et il serait également important de tester la phosphorylation d’Akt dans le 
futur. Nous avons aussi testé une autre protéine anti-apoptotique impliquée dans la voie d’Akt soit 
XIAP. XIAP inhibe l’apoptose en se liant aux caspases 3,7 et 9 (Duckett et al. 1996; Liston et al. 
1996; Duckett et al. 1998; Deveraux et Reed 1999). Lorsque nous l’avons testée en 
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immunobuvardage, seul l’antagoniste rB2 FR173657 a démontré une diminution de l’expression 
de XIAP (Figure 16).  
 
Parmi les autres voies de signalisation dites anti-apoptotiques, on retrouve également la voie 
des MAPK ERK1/2. Les MAPKs régulent de nombreuses fonctions cellulaires incluant la 
prolifération, la survie cellulaire et l’apoptose (Ebbesen et al. 2016; Ge et al. 2016). Les MAPKs 
forment plusieurs cascades de signalisation complexes et interreliées, notamment avec les voies de 
p38 et JNK (Pearson et al. 2001). Les résultats de nos tests par immunobuvardage sur ERK 1/2 en 
ce qui concerne l’expression de protéines indiquent que celles-ci pourraient être impliquées dans 
les effets cytocides et cytotoxiques des antagonistes rB2 perméants FR173657 et NG68. En effet, 
ils ont tous les deux présenté une diminution de l’expression de MAPK ERK1/2 alors que 
l’antagoniste non perméant Hoe 140 n’a démontré aucune modulation de cette voie de 
signalisation (Figure 16) mais cette hypothèse reste à être confirmée.  
 
Parmi les voies de signalisation favorisant l’apoptose, on retrouve la voie de p38, une 
protéine de la classe des MAPKs (Han et al. 1994; Goldstein et Gabriel 2005; Tudor et al. 2009). 
C’est pour cette raison que nous avons choisi de tester p38 et nous avons découvert que les 
antagonistes rB2 perméants n’avaient pas d’impact sur l’expression de la protéine mais 
provoquaient une diminution de la phosphorylation de p38 contrairement à l’antagoniste non 
perméant qui n’avait aucun effet sur p38. Suite à ces résultats, nous avons décidé de refaire des 
tests de clonogénicité avec le FR173657 et le NG68 en prétraitant les cellules avec l’inhibiteur de 
p38, le SB203580, pour vérifier si l’inhibition de p38 diminuait l’effet de nos antagonistes (Figure 
17). Nous avons effectivement noté une diminution significative de l’effet du FR173657 et du 
NG68 sur le potentiel de clonogénicité de nos cellules. Nous avons également obtenu des résultats 
très similaires avec le NG68 dans des tests de prolifération par MTT confirmant l’implication de 
p38 (Figure 17).  
 
Une autre voie proapoptotique est la voie de JNK. JNK modifie l’activité de plusieurs 
protéines résidentes de la mitochondrie ou du noyau en les phosphorylant, et régule des fonctions 
importantes telles que la croissance et la survie cellulaire (Ip et Davis 1998; Oltmanns et al. 2003; 
Vlahopoulos et Zoumpourlis 2004; Bode et Dong 2007) et c’est pourquoi cette voie devrait 
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également être testée. 
 
p27Kip1 est une protéine de la famille Cip/Kip des protéines inhibitrices CDK qui exerce un 
contrôle sur la progression du cycle cellulaire en G1 en empêchant l’activation des complexes 
cycline E-CDK2 et cycline D-CDK4. p27Kip1 est donc considérée comme un suppresseur de tumeur 
puisqu’elle provoque un arrêt ou un ralentissement du cycle de division cellulaire. Dans le cas du 
cancer du sein, il a été démontré que les tumeurs négatives pour les récepteurs à œstrogène et 
progestérone et/ou ayant une mutation BRCA1/2 présentent généralement des niveaux bas de 
p27Kip1 (Chappuis et al. 2000; Nakayama et Nakayama 2006; Chu et al. 2007; Chu et al. 2008; 
Cooper/Hausman 2009) et c’est pourquoi nous avons choisi de la tester aussi. Nos résultats 
d’immunobuvardage ont indiqué que les antagonistes rB2 perméants entrainaient une présence 
accrue de p27Kip1 qui pourrait être dépendante en partie de la voie de signalisation p38 (Figure 17), 
ce qui est en accord avec les différents groupes qui ont démontrés la régulation de p27kip via p38 
de façon directe ou indirecte  (Hossain et al. 2012; Liontos et al. 2010; Pillai et Shivakumar 2011; 
Swat et al. 2009). La phosphorylation de p38 par les antagonistes rB2 perméants est relativement 
rapide et détectable en seulement 15 min pour le NG68 et 30 min pour le FR173657. Ces dernières 
données sont en accord avec les résultats obtenus avec les tests d’incorporation des antagonistes 
perméants (voir Tableaux 3 et 6).  
 
La famille des cyclines est un groupe de protéines dont la fonction principale est la 
régulation de la progression des cellules dans le cycle cellulaire en interagissant avec les «cyclin 
dependent kinases» (CDKs). Des tests préliminaires de cycle cellulaire en FACS (résultats non 
montrés) nous ont amené à nous questionner sur la possibilité que les antagonistes perméants des 
kinines jouent un rôle sur l’activation des CDKs via les cyclines. La seule cycline que nous ayons 
testée à ce jour est la cycline A. Cette cycline joue un rôle dans la régulation de deux phases 
distinctes du cycle cellulaire puisqu’elle interagit avec deux CDKs différentes: CDK1 et CDK2 
(Jeffrey et al. 1995; Coverley et al. 2002; Yam et al. 2002; Woo et Poon 2003; Weinberg 2007). 
Les résultats de nos immunobuvardages semblent montrer que le FR173657 et le NG68 entrainent 
une diminution de cette dernière mais pas le Hoe 140. Ces mêmes tests restent à faire avec les 




Dans l’ensemble, nos résultats d’immunobuvardage sur la modulation des différentes voies 
de signalisation par les antagonistes rB2 perméants démontrent que ces derniers diminuent 
l’expression de protéines reliées à l’inhibition de l’apoptose (MAPK p44/42 pour FR173657 et 
NG68 et XIAP pour FR173657 seulement) alors qu’ils augmentent l’activation (phosphorylation) 
de la voie pro-apoptotique p38 MAPK. Ces résultats viennent appuyer nos observations in vitro 
selon lesquelles les antagonistes perméants diminuent la prolifération et la survie cellulaire chez 
des cellules de cancer du sein. L’augmentation de l’apoptose entrainée par les antagonistes des 
kinines contribue à la diminution de la survie cellulaire observée. Toutefois, il est à noter que les 
divers antagonistes rB2 perméants testés semblent utiliser des mécanismes d’actions différents et 
que ces derniers ne sont pas complètement élucidés. En perspective, d’autres études devront être 
menées afin de promouvoir une meilleure compréhension des mécanismes d’action de chacun de 
ces antagonistes incluant ceux développés pour les rB1 des kinines. 
 
Les antagonistes des kinines perméants démontrant un fort potentiel antiprolifératif et 
cytotoxique, nous avons voulu savoir s’ils pourraient représenter un traitement potentiel contre le 
cancer du sein. Nous avons donc comparé les valeurs d’IC50 (la concentration nécessaire de l’agent 
pour induire la mort de 50% des cellules) de chacun de nos antagonistes à ceux d’agents 
chimiothérapeutiques déjà approuvés et utilisés en clinique dans le traitement du cancer du sein 
(voir Tableaux 4 et 7).  Nos résultats indiquent que les antagonistes rB1 et rB2 perméants peuvent 
avoir des activités cytotoxiques  comparables (ex. la doxorubicine et le paclitaxel) ou supérieures 
(ex. la carboplatine et le témozolomide) à certains agents chimiothérapeutiques. Ceci laisse croire 
que les antagonistes rB1 et rB2 perméants pourraient constituer à juste titre une nouvelle classe 
d’agents chimiothérapeutiques.  
 
La synergie est un aspect que nous avons également étudié puisqu’en clinique, certains 
traitements sont parfois administrés en combinaison. En effet, il arrive souvent en clinique que des 
agents cytotoxiques soient donnés en combinaison de façon à cibler plusieurs mécanismes 
cellulaires en même temps et ainsi augmenter l’efficacité. C’est pour cette raison que nous avons 
testé nos antagonistes en combinaison avec des agents cytotoxiques commerciaux déjà utilisés 
dans le traitement du cancer du sein (voir Tableaux 5 et 8). Les tests de synergie par MTT ont 
démontré que nos antagonistes perméants, lorsqu’administrés en conjonction avec des agents 
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chimiothérapeutiques, provoquaient une synergie augmentant le potentiel antitumoral de la 
combinaison ce qui représente une avenue très intéressante dans le traitement de tumeurs. La 
combinaison de deux agents ayant des modes d’action différents permettrait en effet d’élargir le 
spectre d’action et d’être plus efficace dans le traitement du cancer. 
 
Un autre point à considérer dans la comparaison des antagonistes perméants des kinines avec 
les agents chimiothérapeutiques cliniques est la présence de mécanismes de type «multidrug 
resistance» ou résistance à de multiples drogues (MDR). Le concept de MDR fut introduit en 1970 
par Biedler et Riehm (Biedler et Riehm 1970) et quoiqu’il existe plusieurs mécanismes de 
résistance, les transporteurs de la famille ABC représentent la forme la plus répandue de MDR. 
Les transporteurs de cette famille sont des pompes incluses dans la membrane et qui ont pour rôle 
de pomper les substances étrangères à l’extérieur des cellules. Bien que les MDR constituent 
d’abord et avant tout un système de défense et de survie des cellules contre des substances 
étrangères potentiellement toxiques pour elles, lorsqu’il s’agit de traitements anticancéreux, ce 
système de défense peut rapidement devenir un obstacle majeur au traitement. En effet, les MDR 
peuvent empêcher les agents chimiothérapeutiques de pénétrer à l’intérieur des cellules en les 
rejetant systématiquement à l’extérieur diminuant ainsi leur efficacité. Parmi les agents 
chimiothérapeutiques commerciaux reconnus pour être des substrats des MDR, on retrouve la 
doxorubicine, le paclitaxel ainsi que le cisplatin, un agent alkylant de la même famille que la 
carboplatine. Il est connu que les MDA-MB-231 peuvent surexprimer plusieurs types de protéines 
MDR (Ferreira et al. 2005; Hermawan et al. 2016), cela pourrait expliquer les valeurs d’IC50 
inférieures des antagonistes perméants des kinines comparativement à certains agents 
chimiothérapeutiques testés. Il serait donc très pertinent de faire des essais de MTT avec des 
inhibiteurs de ces pompes en conjugaison avec nos antagonistes perméants dans le but de voir si 
ces derniers sont des substrats de ces pompes. Ceci pourrait donner un indice sur la raison pour 
laquelle nos antagonistes perméants semblent plus efficaces in vitro que certains agents 





OBJECTIF 4 : Déterminer l’impact de l’inactivation du gène des récepteurs B2 des kinines 
(knockdown) sur la prolifération et la viabilité des cellules MDA-MB-231 in vitro.  
 
La première étape dans l’atteinte de cet objectif était l’obtention d’une inactivation des gènes 
des récepteurs des kinines dans les MDA-MB-231. Nous avons tout d’abord inactivé (knockdown) 
le gène de rB2 par la technique du shRNA. Cette méthode permet d’obtenir un mutant stable qui 
peut subir plusieurs passages tout en conservant l’inactivation du gène contrairement à la méthode 
du siRNA qui est transitoire et qui implique une nouvelle transfection des cellules à chaque 
expérimentation. Une fois l’inactivation du gène rB2 fait, nous nous sommes assurés de 
l’inactivation du gène par diverses méthodes soient le RT-qPCR, l’immunobuvardage ainsi que la 
cytométrie de flux (Figure 18). Dans les trois cas, les résultats ont démontré une diminution 
substantielle (>75%) de la présence de rB2 (ARNm et protéine) par comparaison à la lignée 
contrôle transfectée avec un shRNA dit «scrambled», contenant une séquence oligonucléotidique 
aléatoire (Figure 18, A).  
 
Notre hypothèse de départ était que les récepteurs nucléaires des kinines jouent un rôle dans 
la prolifération et la survie cellulaire des cellules tumorales de cancer du sein. Donc, selon cette 
hypothèse, une inactivation de rB2 devrait entrainer une diminution de la prolifération cellulaire 
ainsi qu’une diminution des effets observés des antagonistes rB2 si ces derniers sont réellement 
spécifiques à rB2. Les tests réalisés avec la lignée de rB2 inactivée ont confirmé cette hypothèse 
puisque lors des tests de MTT en prolifération, la lignée de MDA-MB-231 ayant le gène de rB2 
inactivé démontrait une prolifération diminuée. Les tests de clonogénicité ont également démontré 
une diminution de ce dernier se traduisant par une diminution du nombre de colonies de la lignée 
knockdown (Figure 18, E). 
 
Nous avons également testé l’effet de nos antagonistes perméants sur la lignée knockdown 
rB2 de MDA-MB-231. En effet, si nos antagonistes perméants ciblent véritablement les récepteurs 
des kinines de façon spécifique, alors la diminution de l’expression de rB2 devrait entrainer une 
diminution de l’action des antagonistes perméants sur cette lignée cellulaire. Cette hypothèse a été 
confirmée avec une plus faible diminution de la prolifération et de la survie chez la lignée inactivée 




Pour l’instant, l’objectif 4 a été réalisé avec un knockdown du gène rB2 seulement, mais il 
est déjà prévu de refaire le même type d’expérience avec un knockdown du gène rB1 pour 




Discussion et perspectives 
 
À ce jour, peu d’études ont évalué les rôles des récepteurs des kinines dans la tumorigenèse 
et la progression du cancer du sein triple-négatif.  
 
Malgré le fait que la présence de récepteurs nucléaires et le principe de signalisation 
intracrine sont des phénomènes connus et démontrés depuis de nombreuses années (voir revues par 
Gobeil et al. 2006a; Re et Cook 2011; Jong et al. 2014; Campden et al. 2015), le sujet demeure 
mal compris. Or, puisque les RCPGs intracellulaires devraient, en principe, être orientés de façon à 
ce que leurs domaines intracellulaires se retrouvent dans le cytoplasme, la signalisation canonique 
demeure possible même à l’intérieur de la cellule. La présence de récepteurs au noyau, de 
protéines G hétérotrimériques ainsi que plusieurs autres protéines permettant la localisation et la 
signalisation intracellulaire a été démontrée pour plusieurs types cellulaires (voir revues par Re et 
Cook 2011; Campden et al. 2015) et vient appuyer la possibilité de signalisation intracellulaire. De 
plus, la découverte du rôle des arrestines en tant que plateforme de signalisation à la fois à la 
membrane ainsi que dans les endosomes ouvre également la porte à une autre forme de 
signalisation intracrine non canonique n’impliquant pas nécessairement l’activation de protéines G 
(Jong et al. 2014). Ainsi, tous les éléments nécessaires à la signalisation intracrine sont en place.  
 
Certaines de ces voies de signalisation intracrine associées notamment au cancer pourraient 
impliquer la transactivation d’EGFR nucléaires (Brand et al. 2013). En effet, les études réalisées à 
ce jour pointent vers un rôle important des EGFR nucléaires dans la prolifération tumorale et la 
réparation des dommages à l’ADN (Brand et al. 2013). Dans la revue du groupe de Brand, on 
discute des résultats modestes d’essais cliniques obtenus avec des inhibiteurs d’EGFR; des 
résultats qui pourraient s’expliquer en partie par la classe d’inhibiteurs d’EGFR utilisée (Brand et 
al. 2013). En effet, dans tous les cas les inhibiteurs utilisés étaient des anticorps or, les anticorps ne 
sont pas, en principe, en mesure de traverser les membranes cellulaires et d’atteindre les EGFR 
nucléaires. On recense également dans cette même revue, les résultats négatifs d’autres approches 
visant à inhiber l’internalisation d’EGFR de surface (ex. inhibition d’Akt ou, de la famille Src 
kinase). Ces études visant à inhiber l’internalisation d’EGFR ont été réalisées chez des lignées 
cellulaires ayant développé une résistance au cetuximab ou au gefitinib et entrainant une 
nucléarisation accrue d’EGFR ainsi qu’une augmentation de la voie d’Akt ou de Src kinase. Dans 
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le cas d’Akt, il a été démontré qu’une augmentation de son activité entrainait une phosphorylation 
de la sérine 229 d’EGFR causant sa nucléarisation, phénomène qui pouvait être inhibé par 
l’inhibiteur d’Akt API-2. Dans le cas de la famille Src kinase, il a été démontré que l’inhibition de 
SFK en particulier par le desatinab entrainait une diminution de la nucléarisation d’EGFR. 
Toutefois, dans les deux cas, les résultats obtenus ont été mitigés indiquant qu’il serait 
probablement plus simple et plus efficace de cibler les EGFR nucléaires. Tel que mentionné en 
introduction (voir Chapitre 1, section 4.2.2), le rB1 est capable d’induire l’activation des MAPK 
ERK1/2 via un mécanisme de transactivation d’EGFR dans les cellules MDA-MB-231 (Ehrenfeld 
et al. 2011). Il serait donc intéressant d’étudier s’il existe une relation (cross-talk) entre les 
récepteurs nucléaires des kinines et l’EGFR nucléaire et, le cas échéant, d’étudier les effets des 
antagonistes perméants des kinines sur cette voie de signalisation. 
 
Un schéma récapitulatif des différents aspects de la signalisation des antagonistes des 




??????? ??????????? ????????????? ??????????????? ????????? ???? ????????????? ???? ???????? ????? ????
????????? ????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????? ?????????????????????????? ???????????? ?????????? ??? ????????????????????????
????? ???? ??? ??? ????????? ??? ?????????????? ???????? ???? ???????????? ????????? ?? ??? ??????? ?????? ?? ???
?????????????? ??????????? ???? ???????????? ??? ???????????????? ??????? ???? ???? ??????????? ????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????




Un premier point de litige concernant la signalisation intracrine est souvent l’adressage des 
récepteurs, ligands et autres protéines de signalisation au noyau. En effet, comment expliquer par 
exemple qu’une population d’un même récepteur reste à la membrane alors qu’une autre se 
retrouve au noyau? Ici encore, plusieurs mécanismes viennent expliquer ce phénomène. Ainsi, 
plusieurs groupes dont le nôtre ont démontré la présence d’un site alternatif d’initiation de la 
transcription qui permet un adressage des protéines au noyau plutôt qu’à la membrane (Kiefer et al. 
1994; Savard et al. 2008; Xu et al. 2009). Tel que discuté dans les revues de Chatenet et de 
Campden, les modifications post-traductionnelles telles que la palmitoylation, la myristoylation ou 
encore la prenylation peuvent également avoir un impact sur l’adressage des récepteurs et 
protéines vers le noyau versus la membrane (Chatenet et al. 2013; Campden et al. 2015). Un autre 
point important est l’importance du pH. En effet, comme démontré par le groupe de Doan, 
l’internalisation du ligand urotensine II est augmentée dans un milieu extracellulaire acide (pH 6.5). 
Or, plusieurs pathologies dont les infarctus, l’inflammation, les plaques athérosclérotiques et le 
cancer entrainent souvent une diminution du pH extracellulaire et il est fort à parier que 
l’urotensine II n’est pas le seul ligand possédant cette caractéristique (Doan et al. 2012). Il ne serait 
donc pas surprenant de voir apparaître une forme de signalisation intracrine chez des cellules 
tumorales.  
 
Un autre point de litige est également l’activation à proprement dit des récepteurs 
intracellulaires. Dans leur article de revue de 2014, le groupe de Jong (Jong et al. 2014) discute de 
plusieurs possibilités quant à l’activation de RCPGs intracellulaires et mentionne entre autres la 
possibilité de fusion avec les membranes intracellulaires de vésicules contenant le ligand pour 
expliquer l’activation de récepteurs intracellulaires. L’activation de RCPGs nucléaires de façon 
ligand indépendante par une activité constitutive demeure une autre possibilité. Ils soulignent aussi 
le fait que plusieurs groupes ont démontré, pour plusieurs récepteurs différents, que tant que le 
ligand est produit in situ ou encore transporté au site d’action, le récepteur peut potentiellement 
être activé. Toutefois, les mécanismes précis demeurent inconnus dans la majorité des cas. 
 
L’endocytose constitue sans aucun doute une partie de la réponse concernant la signalisation 
intracrine. En effet, l’endosome est idéal pour agir en tant que plateforme de signalisation avec une 
composition biochimique distincte qui promeut le recrutement sélectif de plusieurs protéines 
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d’échafaudages et de médiateurs de la signalisation. De plus, puisque l’endosome communique, 
mais pas de manière directe avec le milieu extracellulaire, il peut permettre la prolongation d’un 
signal au-delà de l’exposition au ligand à la surface membranaire. L’endosome peut également 
servir de véhicule pour le transport physique de signaux biologiques tel que le démontre le 
transport rétrograde de TrkA (von Zastrow et Sorkin 2007). Il possède aussi plusieurs autres 
caractéristiques facilitant la signalisation dont un petit volume qui favorise la proximité et donc 
l’association du récepteur à son ligand ainsi que le maintien de l’activité du récepteur. Il a 
également un temps de résidence long pour les récepteurs actifs combinés à un «triage» lent et la 
possibilité d’utiliser les microtubules comme mode de transport pour se déplacer sur de longues 
distances et vers le noyau. Finalement, il a un pH acide (particulièrement dans l’endosome tardif) 
qui favorise l’activité d’enzymes protéolytiques participant à la signalisation.  
 
L’hypothèse de la signalisation endosomale fut émise pour la première fois suite à la 
découverte que l’EGFR demeurait lié à son ligand, phosphorylé et actif jusqu’aux dernières étapes 
de son adressage endosomal et que plusieurs effecteurs de la voie de Ras lui demeuraient associés 
dans l’endosome (Di Guglielmo et al. 1994; Vieira et al. 1996; Jiang et Sorkin 2002; Sorkin et 
Von Zastrow 2002; Li et al. 2005).  
 
Il fut longtemps considéré que l’internalisation endosomale des récepteurs membranaires 
avait pour unique but leur désensibilisation et l’arrêt de leur signalisation. Or, de plus en plus 
d’études démontrent, et ce pour de nombreux récepteurs dont plusieurs RCPGs, que cette 
internalisation ne met pas systématiquement fin à la signalisation mais au contraire, en entraîne 
plutôt une autre différente. En effet, il a été démontré que certains RCPGs tel que S1P1 
continuaient de stimuler la production d’AMPc même après leur internalisation et ce en demeurant 
liés à leur protéine G ainsi qu’à l’adenylyl cyclase dans le compartiment endosomal (Jalink et 
Moolenaar 2010). La réponse cellulaire ainsi produite est différente de celle produite à la 
membrane et permet un meilleur contrôle de la durée et de l’intensité de la réponse en modulant la 
durée totale et la localisation de cette dernière (Tsvetanova et al. 2015). Dans le cas du récepteur 
β2AR, son activation à la membrane entraîne une signalisation rapide et de courte durée par le 
recrutement de la protéine Gs  alors qu’un deuxième cycle d’activation de la protéine Gs (menant 
aussi à la production d’AMPc) peut également avoir lieu à partir de l’endosome précoce quelques 
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minutes après son internalisation prolongeant ainsi sa signalisation (Vilardaga et al. 2014). De 
même, DTXL3 situé dans l’endosome précoce joue un rôle important dans l’ubiquitination du 
complexe ESCRT jouant ainsi sur la vitesse à laquelle le récepteur CXCR4 est dirigé vers le 
compartiment lysosomal pour dégradation (Holleman et Marchese 2014). Les β-arrestines peuvent 
aussi entraîner une signalisation endosomale des RCPGs tel que démontré pour les récepteurs 
PTHR et V2R (Vilardaga et al. 2014). Un autre exemple est le récepteur kappa opoïde. En effet, le 
groupe de Bruchas a démontré que ce récepteur pouvait activer p38 via un mécanisme impliquant 
GRK3 et la β-arrestine-2 dans des astrocytes (Bruchas et al. 2006). En ce qui concerne les kinines, 
il a été démontré que rB2 peut signaler dans l’endosome via la β-arrestine-2 et activer la voie des 
MAPKs ERK 1/2 (Khoury et al. 2014b). Cette signalisation β-arrestine dépendante de rB2 dans 
l’endosome pourrait également être envisageable pour les rB1 comme le laisse croire les 
principaux résultats de l’étude du groupe de Kuhr sur l’activation post-traductionnelle de la iNOS 
(Kuhr et al. 2010). 
 
Le clivage endoprotéolytique pourrait également représenter une forme générale de 
modification post-traductionnelle contribuant à la signalisation dans les endosomes comme c’est le 
cas pour plusieurs substrats des γ-sécrétases incluant le récepteur p75 de la neutrophine (Urra et al. 
2007). Il est déjà connu que les récepteurs des kinines subissent des modifications post-
traductionnelles alors il n’est pas exclu qu’il existe un clivage endoprotéolytique quelconque 
entrainant une signalisation endosomale comme c’est le cas pour les γ-sécrétases.  
 
Une autre découverte intéressante qui pourrait avoir un lien direct et favoriser la signalisation 
intracrine est une mutation de Hrs, une protéine associée à l’endosome qui promeut un «triage» des 
RCPGs vers les lysosomes. Il a été démontré que lorsque cette mutation survient, le recyclage à la 
membrane des récepteurs β2-adrénergique et μ-opioïdes est inhibé résultant en une internalisation 
des récepteurs qui demeurent alors pris dans l’endosome précoce. Ceci pourrait possiblement 
entrainer une signalisation intracrine (Hanyaloglu et al. 2005).  
 
Outre l’internalisation endosomale suite à la liaison avec le ligand, il a également été 
démontré que certains récepteurs pouvaient être internalisés sans liaison préalable à leur ligand lors 
de mutations ponctuelles. Cette forme d’internalisation sans ligand est dite constitutive et, 
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quoiqu’elle ne soit pas encore complètement élucidée, semble être différente de l’internalisation 
ligand-dépendante. En effet, le récepteur du thromboxane A2β subit une internalisation par vésicule 
de clathrine dépendante des GRKs, des arrestines et de la dynamine lorsqu’il est lié à son ligand 
alors que son internalisation constitutive se fait par des vésicules de clathrines non dépendantes des 
GRKs et des arrestines (Reid et Kinsella 2007). C’est également le cas pour les récepteurs TPβ et 
mGluR1a (Dale et al. 2001; Reid et Kinsella 2007). Une autre différence entre l’internalisation 
avec ligand versus constitutive est le sort du récepteur en question. Ainsi, lorsque le récepteur 
PAR1 est internalisé de façon ligand-dépendante, cela entraine une dégradation de PAR1 alors 
qu’une internalisation constitutive entraine plutôt un recyclage à la membrane de ce dernier 
(Shapiro et Coughlin 1998). L’internalisation constitutive des RCPGs fournit donc une explication 
à la présence de récepteurs à l’intérieur de cellules et vient une fois de plus appuyer la possibilité 




Perspectives de l’étude 
 
Les récepteurs des kinines et leur impact au niveau du cancer représentent un vaste domaine 
d’étude possédant plusieurs ramifications qu’il est impossible d’explorer complètement et 
uniquement dans le cadre d’un projet de doctorat. C’est pourquoi il reste donc de nombreuses 
avenues à explorer qui seront brièvement discutées ici. Ce qui est sûr c’est que nos antagonistes 
perméants sont très intéressants du fait qu’ils ciblent des récepteurs spécifiques surexprimés chez 
des cellules cancéreuses. Ceci augmenterait la spécificité de traitement et pourrait avoir un impact 
majeur sur la diminution des effets secondaires indésirables entrainés par les agents 
chimiothérapeutiques classiques. Le rB1 est particulièrement intéressant puisqu’il n’est pas 
exprimé de manière constitutive contrairement au rB2 réduisant ainsi les chances d’effets 
indésirables liés à son utilisation. Les antagonistes rB2 n’en demeurent pas moins intéressants, 
mais le mode d’administration et le dosage devront être minutieusement établis. 
  
L’étude du MDR et de ses interactions avec les antagonistes perméants des kinines 
représente une perspective intéressante, car toutes les lignées de cancer du sein étudiées ont 
démontré la présence d’une ou plusieurs pompes du MDR. Ceci montre bien l’importance de ce 
système dans la survie cellulaire et la progression tumorale et donc par extension, dans le design de 
nouvelles molécules pour le traitement du cancer.  
 
 Finalement, une étude animale exhaustive est la suite logique de cette étude et permettrait 
de valider les résultats obtenus in vitro. Elle permettrait également de déterminer le réel potentiel 
des antagonistes des kinines en tant que traitement anticancéreux ainsi qu’identifier les effets 
secondaires reliés. À cet égard, nous avons mené une étude in vivo préliminaire avec un modèle 
animal murin de xénogreffe sous-cutanée de tumeur MDA-MB-231 (ANNEXE 2). Les résultats 
obtenus à ce jour semblent concorder avec ceux in vitro. On a pu constater une nette tendance de 
diminution dans la croissance tumorale et l’activité métabolique chez une tumeur knockdown du 
gène de rB2 (shRNA1) ainsi que chez les tumeurs MDA-MB-231 ayant subi un traitement avec 
l’antagoniste rB2 perméant FR173657 (ANNEXE 2). Il faudra bien sûr attendre la fin de l’étude 
avant de pouvoir se prononcer définitivement sur l’efficacité des antagonistes perméants des 




Il est à noter qu’il existe très peu d’études sur les fonctions des RCPG nucléaires in vivo. 
Dans ce contexte, le groupe de Joyal fut le premier a démontré un rôle in vivo des RCPG nucléaires 
de la trypsine, soit le récepteur de type 1 du facteur II de coagulation F2RL1 ou Par2, dans le 
développement rétinien et la rétinopathie ischémique (Joyal et al. 2014). En 2016, une autre étude 
du groupe de Vincent (Vincent et al. 2016) a démontré un rôle in vivo des récepteurs mGluR5 
nucléaires dans la douleur neuropathique. Dans les deux cas, l’utilisation de composés 
agonistes/antagonistes perméants s’est avéré fort utile pour la démonstration claire des fonctions 
nucléaires des RCPGs.  
 
Aussi, l’application des données in vivo dans un contexte clinique reste à faire non seulement 
dans le domaine du cancer mais aussi pour tous autres physiopathologies dont l’expression 
nucléaire des rB1 et rB2 a été révélée (Savard et al. 2008). Dans ce contexte, une étude récente a 
mis en évidence une sous-expression des rB2 nucléaires dans la gestation pré-éclamptique humaine 
(Valdes et al. 2016).  
 
En ce qui concerne le concept de signalisation intracrine, ce dernier gagne en popularité 
depuis les vingt dernières années et les connaissances et les découvertes sur le sujet se multiplient à 
grande vitesse. Une grande partie de ce concept repose sur la présence de récepteurs nucléaires 
actifs et les RCPGs n’y échappent pas. En effet, la liste d’exemples de RCPGs fonctionnels au 
noyau augmente sans cesse (Gobeil et al. 2006a; Re et Cook 2011; Tadevosyan et al. 2012; Joyal 
et al. 2014). Ces récepteurs assurent plusieurs fonctions au sein de nombreux organes comme le 
cœur, le cerveau, les reins, le système vasculaire ou encore digestif. Il appert donc important de 
poursuivre l’étude de la signalisation intracrine des RCPGs dans tous ses aspects (élucidation des 
bases d’adressage intracellulaire, mécanistique d’activation, et d’actions biologiques) pour une 
meilleure compréhension de ces systèmes en contexte physiologique et physiopathologique (par 
exemple: cancer). Une meilleure compréhension du mode de signalisation intracrine des RCPGs 
pourrait permettre ultimement de concevoir de nouvelles stratégies thérapeutiques agissant de 




Conclusion de l’étude 
 
Cette étude a permis d’identifier et de valider un nouveau modèle de cancer du sein pour 
l’étude in vitro des récepteurs des kinines. C’est par l’utilisation des MDA-MB-231, une lignée de 
cellules de cancer du sein humain triple-négative, que nous avons pu mettre en évidence la 
présence de récepteurs des kinines et étudier leurs effets sur la progression tumorale. Au-delà de la 
présence des récepteurs des kinines, nous avons aussi mis en lumière la présence de toutes les 
composantes du SKK à l’intérieur de ces cellules appuyant ainsi la théorie de l’action intracrine. 
Nous avons également développé et caractérisé de nouveaux antagonistes perméants des kinines 
démontrant qu’il est possible d’améliorer les antagonistes disponibles pour les rendre plus 
efficaces. Notre modèle de cancer du sein ainsi que les antagonistes perméants développés dans 
notre laboratoire nous ont permis de valider nos hypothèses concernant la présence de rB1 et rB2 
intracellulaires/nucléaires chez des cellules tumorales du sein ainsi que le rôle de ces derniers dans 
le développement et le traitement de ce type de cancer. Nous avons même poussé encore plus loin 
notre hypothèse et nos objectifs de départ en testant d’autres types de cellules tumorales. Ainsi, 
nous avons découvert que des cellules de cancer colorectal, du poumon et du cerveau exprimaient 
aussi ces récepteurs et que nos antagonistes perméants avaient un effet antiprolifératif chez ces 
cellules (résultats non montrés). Ceci suggère qu’ils pourraient être efficaces dans le traitement de 
plusieurs types de cancers et pas seulement le cancer du sein. De plus, la puissance et l’activité de 
nos composés perméants sont comparables et même synergiques aux agents chimiothérapeutiques 
utilisés en clinique dans le traitement du cancer suggérant un potentiel anti tumoral pour les 
antagonistes perméants.  
 
En conclusion, nos résultats montrent un rôle central des récepteurs 
intracellulaires/nucléaires des kinines dans la prolifération et le maintien de la viabilité des cellules 
de cancer du sein triple-négatives. Les données obtenues montrent également l’importance de 
cibler un RCPG en fonction de sa localisation subcellulaire pour obtenir une meilleure efficacité 
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Pour transposer in vivo les résultats des expériences in vitro montrant l’efficacité de 
certains antagonistes perméants à freiner la prolifération et induire l’apoptose des cellules MDA-
MB-231, nous avons débuté une étude in vivo limitée en utilisant un modèle murin de 
xénogreffes sous-cutanées de tumeur MDA-MB-231. La croissance et l’activité tumorale des 
souris implantées ont été mesurées respectivement avec un vernier ainsi que par tomographie 
d’émission de positrons (TEP) à l’aide du traceur 18F-fluorodéoxyglucose (18F-FDG; Gludef®), 
un analogue du glucose radiomarqué. Le 18F-FDG s’accumule dans les cellules métaboliquement 
actives comme les cellules cancéreuses mais contrairement au glucose, ne peut être dégradé par 
celles-ci via la glycolyse. Le radiotraceur peut ensuite être visualisé grâce à un scanneur TEP 
comprenant un anneau de détecteurs formés de cristaux capables de capter l’émission des 
positrons du fluor18, l’élément radioactif contenu dans le 18F-FDG. La technique d’imagerie TEP 
nous permet donc de suivre la progression tumorale tout au long d’un traitement et ce, de manière 
non-invasive. Nous présentons ci-dessous les méthodes et résultats tirés de ces expériences 
préliminaires.  
 
2. Matériel et méthodes 
Xénogreffes de tumeurs et traitements in vivo 
 
Des souris Balb/c nu/nu (4 semaines) ont été achetées de Charles River Laboratories puis 
10x106 cellules resuspendues dans un mélange de 50µl de matrigel (BD biosciences, Bedford, 
MA, USA) et 50µl de HBSS ont été implantées par injection sous-cutanée sur les hanches. La 
croissance tumorale (en mm3) a été suivie à l’aide d’un vernier jusqu’à ce que les tumeurs 
atteignent environ 100 mm3 et les souris ont ensuite été traitées avec l’antagoniste FR173657 (1 
mg/kg; volume finale 30 µl) ou le véhicule (constitué d’une solution isotonique de saline stérile 
contenant 5% de DMSO; groupe contrôle (ctl)) par injection intra-tumorale tous les 48h pendant 
14 jours. Les dimensions des tumeurs ont été mesurées avec un vernier à tous les deux jours 
avant, pendant et après le traitement et le volume (mm3) des tumeurs calculé avec la formule 
½(longueur x largeur2) (Jensen et al. 2008), le premier jour de traitement étant considéré comme 
le jour 0. Toutes les expérimentations animales ont été faites avec l’approbation du comité 
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d’éthique animal institutionnel et respectaient les lignes directrices du Conseil canadien de 




L’imagerie TEP a été réalisée sur un scanner pour petits animaux de type LabPET8 
(Gamma Medica-IDEAS Inc., Sherbrooke, Québec, Canada) possédant un champ de 7.5 cm. Les 
souris Balb/c nu/nu xénogreffées ont été injectées avec 15 MBq (400 μCi; 100 μl) de 18F-FDG 
par la veine caudale sous anesthésie à l’isoflurane/oxygène (1 L/min). La température des 
animaux a été surveillée et maintenue par un système d’air forcé. Des scans de type DSD (double 
sampling discrete) de 60 min immédiatement après injection ont été réalisés. Les images TEP ont 
ensuite été reconstruites et des régions d’intérêts ont été tracées sur les zones tumorales. Les 
résultats de la concentration d’activité du traceur dans les tumeurs sont exprimés en kBq/µl de 
tumeur et sont normalisés en fonction d’une mire. Brièvement, un contenant cylindrique a été 
rempli d’un volume d’eau précis et d’une quantité de 18F-FDG connue puis scanné pendant 5 min. 
L’image TEP a ensuite été reconstruite et le taux de comptage de la mire a été comparé avec la 




Dans un premier temps, la mesure du volume des tumeurs lors du traitement avec 
l’antagoniste perméant rB2 FR173657 a permis de démontrer que celui-ci diminuait le volume de 
la tumeur comparativement aux groupes contrôles (Figure 29, A).  
 
L’imagerie TEP (Figure 29, B) au 18F-FDG nous a quant à elle permit d’observer une 
diminution du métabolisme tumoral lorsque la tumeur était traitée avec le FR173657 
comparativement à la tumeur contrôle non traitée (Figure 29, C). On remarque une croissance 
rapide de la tumeur contrôle suivi d’une diminution de la pente de la courbe au jour 20 après le 
début du traitement (Figure 29, C). Cette diminution du métabolisme tumoral indique 
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Nous avons également étudié l’effet de l’inactivation du gène rB2 sur la croissance tumorale in 
vivo en implantant les lignées scrRNA et shRNA1 sur des souris, chaque souris ayant une tumeur 
de chaque lignée ce qui permet à une même souris d’être son propre contrôle. Tout comme dans 
les tests de prolifération in vitro, nous avons pu observer que la lignée dont le gène rB2 avait été 
inactivée croît beaucoup moins rapidement que la lignée contrôle qui exprime rB2 (Figure 30, A), 
résultats qui sont confirmés par l’imagerie TEP au 18F-FDG et la quantification de l’activité 










1. Discussion et conclusion 
 
Les résultats obtenus in vivo vont donc dans le même sens que ceux in vitro réalisés dans le 
cadre de cette étude et laissent présager qu’il serait possible de traiter des tumeurs solides 
surexprimant des récepteurs des kinines intracellulaires/nucléaires. Nous avons opté pour 
l’administration locale ou intratumorale pour d’une part faciliter la comparaison de l’efficacité 
anti-cancéreuses des antagonistes ayant possiblement des propriétés pharmacocinétiques 
différents (molécules peptidiques versus non-peptidiques) et d’autre part, limiter les effets 
systémiques possibles des antagonistes des kinines. Il n’est pas exclu cependant que ces mêmes 
antagonistes puissent agir de manière efficace lorsqu’administrés par voie intraveineuse, le mode 
d’administration le plus courant ou privilégié pour la chimiothérapie. Bien que cela reste à 
prouver, ces mêmes agents pourraient rester actifs même par voie orale tel que démontré pour 
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